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Bd. 316 (1959) 1 


Zur Isolierung und Charakterisierung 
von Chondroitinschwefelsauren 
Von 
Franz Patat und Hans-Georg Elias 


Aus dem Institut fiir Chemische Technologie der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Apri] 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr. h.c. St. Goldschmidt zum 70. Geburtstag gewidmet 


Chondroitinschwefelsiuren gehéren zu den Hauptbestandteilen von 
Knorpel und Bindegewebe, die davon bis zu 40% enthalten kénnen. 
Chondroitinschwefelséuren sind aus alternierenden Einheiten von D- 
Glucuronséure und Chondrosamin aufgebaut; sie kommen in min- 
destens drei Isomeren vor}. 

Wiahrend iiber den chemischen Aufbau weitgehende Klarheit be- 
steht, begegnet man in der Literatur ziemlichen Meinungsverschieden- 
heiten iiber GréBe und Form der nativen Chondroitinschwefelsauren. 
So werden je nach Herkunft und Isolierungsart Molekulargewichte 
zwischen 140002 und 300000% angegeben. Die starken Unterschiede 
bei den einzelnen Praparationen werden dabei auf das Alter der Tiere, 
den wechselnden Proteingehalt der Substanzen und den verschieden 
hohen Hydrolysegrad zurickgefiihrt, der von Extraktionsmittel zu 
Extraktionsmittel (Wasser, Natronlauge oder Lésungen von Kalium- 
chlorid, Calciumchlorid, Formamid oder Kaliumrhodanid) verschieden 
sein soll (z.B. 1. ¢.%). 

Wir haben daher untersucht, inwieweit sich die mit verschiedenen 
Extraktionsmitteln isolierten Chondroitinschwefelséuren in ihren physi- 
kalischen Eigenschaften unterscheiden. Als Ausgangsmaterial wahlten 
wir Nasenscheidewande von Schweinen, da Schweine (im Gegensatz zu 
Rindern) stets in etwa gleichem Alter zum Schlachten eingeliefert wer- 
den, so daB Unterschiede im Alter der Tiere fortfallen. 


Methodik 


Darstellung der Chondroitinschwefelsauren (CS) 
Die Nasenscheidewande wurden von Haut und Sehnen befreit, mit Wasser 
gewaschen und unter Zusatz des jeweiligen Extraktionsmittels im Starmix bei 
Zimmertemperatur .zerkleinert. Als Extraktionsmittel wurden verwendet: gesatt. 


1 K. Meyer u. M: M. Rapport, Science [Washington] 1138, 596 [1951]. 

2 Vgl. M. B. Mathews, Federation Proc. 14, 252 [1955]. 

3 G. Blix u. A.Snellman, Ark. Kem., Mineralog. Geol. Ser. A 19, No. 32 
[1945]. 
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KCl-Lésung‘, 10proz. CaCl,-Lésung® oder wiBr. Formamid®. Den KClI- baw. CaCl,- 


Lésungen wurden je 0,5% 4-Hydroxy-benzoesiure-methylester (Nipagin) zugesetzt. | 


AnschlieBend wurde jeweils mindestens 40 Stdn. bei 20° (Formamid bei 45°) extra- 
hiert, die iiberschiissige Knorpelsubstanz abzentrifugiert, erneut extrahiert und 
wiederum zentrifugiert. 

Die Extrakte wurden mit festem Ammoniumsulfat gesittigt, mindestens 
20 Stdn. zur Abscheidung von Proteinen stehen gelassen, mit 3000 x g zentrifugiert 
und die iiberstehenden Lésungen mindestens 2 Tage gegen Wasser dialysiert. Die 
Lésungen wurden abschlieBend durch Kieselgur filtriert, mit 0,1n Essigsiure und 
2n HCl auf px 3,8 gebracht und dann mit einer 1,7proz. waBr. Lésung von 
[Co(NH3),]Cl, die CS als Kobaltkomplex ausgefallt’. Der Niederschlag wurde nach 
mehrstiindigem Stehenlassen bei 3000 x g 3/, Stde. abzentrifugiert, mit 0,05m Phos- 
phatpuffer, py 7,05, versetzt und solange mit dem Ionenaustauscher Lewatit KSN 
verriihrt, bis die Lésung farblos wurde. 

Bei der Extraktion mit waBr. Formamid waren die entstehenden Lésungen 
starker getriibt und héher viskos als bei der Extraktion mit KCl oder CaCl. 





Die Lésungen wurden sodann iiber Kieselgur filtriert, mit festem Natrium- 


acetat versetzt und die CS mit Athanol ausgefiallt. 
_ Ein Teil der durch CaCl,-Extraktion hergestellten CS wurde nach der Vor- 
schrift von Shatton und Schubert mit Trypsin verdaut. 


Die Bezeichnung der Praparationen geht aus Tab. 1 hervor. Die angegebene | 
Ausbeute in Prozent bezieht sich auf das Gewicht trockenen Knorpels und ge- | 


reinigter CS-Praparate. Alle Substanzen wurden vor der Messung mindestens 
48 Stdn. iiber P,O, im Vak. bei Zimmertemperatur getrocknet. Als Lésungsmittel 
diente durchweg 1m KCl-Lésung. 


Tab. 1. Bezeichnung der verschieden extrahierten CS-Proben. 




















Bezeichnung — Ausbeute Bemerkung 
/0 
fee a Scie. Sores gesatt. KCl-Lésg. 10,3 _ 
ee ee oma ara ts 10proz. CaCl,-Lésg. 9,4 — 
Sie WE ry ee: 10proz. CaCl,-Lésg. — CS 2 m. Trypsin 
verdaut 
eStore ce ere waBr. Formamid 4,3* a 


* Verluste durch Platzen eines Dials sierschlauches. 


Charakterisierung der Praparate 


Chemische Untersuchungen: Vom Praparat CS 1 wurden Asche-, Stick- 
stoff- und Schwefelgehalt bestimmt: 


(C,,H,,NO,,SK,), Ber. N2,62 85,99 Asche 32,5 
Gef. N2,88 $5,50 Asche 22,6 (als K,SO,) 


Der gegeniiber der Theorie zu hoch gefundene N- und zu niedrig gefundene 
S-Gehalt liegt innerhalb der Werte von Priaparationen anderer Autoren. Der zu 
hoch gefundene N-Gehalt ist aber nicht auf Anwesenheit von freiem Protein zu- 
riickzufiihren, da die Biuretreaktion negativ ausfiel. Auch die Ultrazentrifuge 
gibt keinen Anhaltspunkt fiir einen Protein-CS-Komplex héheren Molekular- 
gewichts. 


4 J. Einbinder u. M. Schubert, J. biol. Chemistry 185, 725 [1950]. 
K. Meyer u. E. M. Smyth, J. biol. Chemistry 119, 507 [1937]. 
S. M. Partridge, Biochem. J. 48, 387 [1948]. 
M. B. Mathews u. A. Dorfman, Arch. Biochem. Biophysics 42, 41 [1953]. 
J.Shatton u. M. Schubert, J. biol. Chemistry 211, 565 [1954]. 
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Die Sedimentationsmessungen wurden in einer elektrisch angetriebenen 
Spinco-Ultrazentrifuge, Modell E-HT, bei 20° durchgefiihrt. Die Sedimentations- 
Geschwindigkeitsmessungen wurden nach der Differenzmethode ausgewertet. Die 
Sedimentationskoeffizienten wurden auf die Konzentration 0 extrapoliert, sie be- 
zichen sich auf 20,0 + 0,1° und 1m KCl-Lésung. Alle Messungen wurden bei 20° 
ausgefiihrt, mit Ausnahme der bei 25° untersuchten Probe CS 1. Diese Sedimen- 
tationskoeffizienten wurden auf 20° umgerechnet ?®. 

Aus den Sedimentationskoeffizienten s, wurde nach der Svedberg-Formel das 
Molekulargewicht Msp berechnet. Das Gewichtsmittel des Molekulargewichtes Mw 
wurde in unabhaingigen Versuchen nach Archibald?® bestimmt, wozu eine 
Schnellmethode verwendet wurde!. Bei allen Sedimentations-Geschwindigkeits- 
messungen erschien nur ein einziger Gipfel, Paucimolekularitét war also nicht 
vorhanden. 

Die Diffusionsmessungen wurden in einer modifizierten Schieberzelle 
nach Meyerhoff! bei mehreren Konzentrationen nach der Philpot-Svensson- 
Methode durchgefiihrt. Die Diffusionsaufnahmen wurden nach der Flachen- 
Methode ausgewertet und die Diffusionskoeffizienten auf die Konzentration 0 
extrapoliert. Alle angegebenen Werte beziehen sich auf 1m KCl-Lésung. 

Einige Diffusionskoeffizienten wurden auch aus den Sedimentationsgeschwin- 
digkeits-Aufnahmen nach der Flachen-Methode berechnet und jeweils auf die Zeit 0 
extrapoliert!!; sie sind naturgemaé8 mit geringerem statistischem Gewicht gegen- 
iiber den aus direkten Diffusionsversuchen erhaltenen zu bewerten. 

Das partielle spezifische Volumen wurde durch Dichte-Messungen in 
25-ml-Pyknometern an der Substanz CS 1 in 1m KCl-Lésung bei 3 Konzentrationen 
< 0,02 g/ml bestimmt; es betrug *V = 0,565 [ml/g]. 

Das fiir die Archibald-Versuche benétigte Brechungsindex-Inkrement 
dn/dce wurde in einem Brice-Phoenix-Differential-Refraktometer bestimmt; es be- 
trug bei 546 mu bzw. weiBem Licht 0,125 ml/g. 

Osmotische Messungen: Der osmotische Druck wurde bei verschiedenen 
Konzentrationen in symmetrischen 2-Kammer-Osmometern'® mit Cellophan 600 
als Membran nach der statischen Methode bestimmt. Da bei langerem Stehen- 
lassen im Osmometer schon partielle Permeation (Osmotischer Test nach 1. c.14) 
gefunden wurde, ist nach den neueren Messungen von Ritscher und Elias! 
an permeablen Membranen auch fir die hier durchgefithrten Kurzzeitversuche 


zu erwarten, daB das angegebene Zahlenmittel des Molekulargewichtes Mn einen 
Maximalwert darstellt. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die Ergebnisse unserer Messungen sind in der Abbildung wieder- 


yegeben. Die daraus berechneten Molekulargewichte My, M,p und My, 
sowie die Sedimentationskoeffizienten s, und Diffusionskoeffizienten Dy 
sind in Tab. 2 zusammengestellt. 

Wie die iibereinstimmenden Sedimentationskoeffizienten zeigen, 
geben nach der von uns benutzten Aufarbeitungsmethode die Extrak- 

® Th. Svedberg u. K. O. Pedersen, Die Ultrazentrifuge, Verlag Th. Stein- 

kopff, Dresden u. Leipzig 1940. 

10 W. J. Archibald, J. physic. Colloid Chem. 51, 1204 [1947]. 

11 Hierfiir und fiir weitere Literatur vgl. H.-G. Elias, Theorie und Praxis 
der Ultrazentrifugentechnik, Beckman Instruments GmbH, Miinchen 1959. 

122 G. Meyerhoff, Makromolekulare Chem. 6, 197 [1951]. 

13 H.-G. Elias, Chemie-Ing.-Techn. 29, 19 [1957]. 

M4 K. Dialer u. H.-G. Elias, J. Polymer Sci. 18, 427 [1955]. 

15 Th. Ritscher u. H.-G. Elias, Makromolekulare Chem. 30, 48 [1959]. 
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a) Sedimentationskoeffizienten in Abhangigkeit von der Konzentration. 

b) Diffusionskoeffizienten in Abhangigkeit von der Konzentration. Freie Diffusion: 
runde MeBpunkte; aus Sed.-Messungen: Dreiecke. ~ 

c) Scheinbare Molekulargewichte Mapp als Funktion der Konzentration bei Archi- 
bald-Versuchen. 

d) Reduzierte osmotische Drucke z/c als Funktion der Konzentration. 


Praparate: O baw. A= CS 1; @ baw. A = CS2; © =CS2T; 0=CS3. 


tionsmittel (waBrige Lésungen von KCl, CaCl,, Formamid) im Gegen- 


satz zu Literaturangaben Praparate gleichen Molekulargewichtes, worauf | 


auch die tibereinstimmenden Diffusionskoeffizienten und Molekular- 
gewichte My und M,p hinweisen. Die geringe Abweichung der Sedi- 
mentationskoeffizienten des Praparates CS 1 von denen bei CS 2 und 
CS 3 ist méglicherweise darauf zuriickzufiihren, daB die MeBergebnisse 
bei CS 1 von 25° auf 20° umgerechnet wurden, was streng genommen 
nur bei starren Kugeln zulassig ist. 

Die Sedimentationsgeschwindigkeits-Messungen zeigen ferner, daB 
Trypsin keinen Abbau dieser CS-Praparate hervorruft. 

Die Molekulargewichte nach der Svedberg-Methode M,p und der 
Archibald-Methode (M,,) betragen 86500 bzw. 87000. Diese vorziigliche 
Ubereinstimmung kann erwartet werden, da auch bei anderen poly- 
molekularen Substanzen in sehr vielen Fallen M,p) ~ My gefunden wird. 


Tab. 2. Molekulargewichte, Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten 
von Chondroitinschwefelsiuren (lm KCl, 20°). 














s ar ar, 8 Dy - 10° 
Praparat Mw Msp Mn [Sve dberg] [om?- sec-1] 
A les sa S58: 86500 — 58000 2,98 2,07 
CS ISS Eee Tease ; o— 87000 — 3,03 2,07 
Cee | — — — 3,03 
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Die Praparate sind aber nicht molekulareinheitlich, wie aus dem 
Vergleich von Gewichtsmittel M, und Zahlenmittel M, des Molekular- 
gewichtes hervorgeht. 

Nach diesen Messungen und einzelnen Angaben anderer Autoren 
lassen sich die differierenden Ergebnisse der Literatur in befriedigendem 
MaBe auf folgende Weise deuten: 

Die im Knorpel vorhandene Chondroitinschwefelsaure soll teils frei’, 
teils in Form eines Protein-Komplexes®* +’ vorhanden sein. Bei der Ex- 
traktion geht dann sowohl ein Teil des Chondroitinschwefelsdure-Protein- 
Komplexes als auch ein Teil der freien Chondroitinschwefelsiure in 
Lésung. Bei der weiteren Aufbereitung wird der hdhermolekulare?? 
Protein-Chondroitinschwefelsaure-Komplex bei der Filtration durch 
Kieselgur adsorbiert (1. c.1®, S. 112), die freie Chondroitinschwefelséure 
mit niedrigerem Molekulargewicht gelangt ins Filtrat, da die Adsorp- 
tionsbereitschaft mit dem Moijekulargewicht zunimmt?*. 


Da nun die Chondroitinschwefelsiure nach Muir?® aus Polyzucker- 
Resten (Mol.-Gew. ~17000) bestehen soll, die durch Serin-Reste ver- 
knipft sind, wird verstandlich, warum bei der Extraktion mit alkali- 
schen Mitteln gelegentlich Hydrolyse gefunden wird. Dazu kann die 
Aufspaltung der acetalischen Sauerstoffbriicken treten, wenn die Auf- 
bereitung zu wenig schonend vorgenommen wurde. Hydrolyse und 
mangelnde Entfernung des Protein-Chondroitinschwefelsiure-Komplexes 
waren demnach fiir die stark schwankenden Molekulargewichte der 
Literatur verantwortlich zu machen. 

Die ,,freie Chondroitinschwefelsdiure‘‘ selbst weist eine relativ breite 
Verteilung von Molekulargewichten auf. Ob die im Protein-Chondroitin- 
schwefelsiure-Komplex vorliegende Chondroitinschwefelsiure moleku- 
lareinheitlich ist, miissen weitere Versuche ergeben. 


Wir danken der Akademie der Wissenschaften und Literatur zu 
Mainz fiir die Unterstiitzung durch Sach- oder Personalmittel, der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir Sachmittel. 


Zusammenfassung 


Die Molekiilgr68e der aus den Nasenscheidewanden von Schweinen 
isolierten Chondroitinschwefelsauren ist entgegen den Angaben der Lite- 
ratur unabhaéngig vom Extraktionsmittel (wiBrige Lésungen von Ka- 
liumchlorid, Calciumchlorid bzw. Formamid). Die Praparate sind poly- 
molekular, das Gewichtsmittel des Molekulargewichtes wird zu 87000, 
das Zahlenmittel des Molekulargewichtes zu 58000 gefunden. Die Pra- 

16 §.M. Partridge u. H. F. DavisinG. E. W. Wolstenhome u. M.O’Con- 
nor, ed., Ciba-Foundation ‘‘Chemistry and Biology of Mucopolysaccharides”’, J.d@ A. 
Churchill Ltd., London 1958, S. 93. 

17 M. B. Mathews u. I. Lozaityte, Federation Proc. 15, 310 [1956]. 

18 F, Patat u. Cl. Schliebener, Angew. Chem. 70, 26 [1958]. 

19 H. Muir, Biochem. J. 69, 195 [1958]. 
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parate werden nicht durch Trypsin abgebaut. Es wird angenommen, 
daB durch das verwendete Isolierungsverfahren nur die in den Knorpeln 
vorliegende ,,freie Chondroitinschwefelsiure erfaBt wird. 


Summary 


The molecular size of chondroitin sulfuric acid isolated from the | 
internasal membranes of pigs is, in contrast to statements in the lite- | 
rature, independent of the extractant (aqueous solutions of potassium 
chloride, calcium chloride or formamide). The preparations are poly- 
molecular; the weight average molecular weight is found to be 87000, 
the number average molecular weight 58000. The preparations are not 
digested by trypsin. It is assumed, that by the isolation procedure 
applied here only the “free chondroitin sulfuric acid” of the cartilage 
is obtained. 


Prof. Dr. F. Patat, Institut fiir Chemische Technologie der Techn. Hoch- 
schule Miinchen, Arcisstr. 21. 
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Zusammenwirken der Garungsenzyme 
beim anaeroben und aeroben Glucoseumsatz in Hefezellen}.? 
Von 
Helmut Holzer und Regula Freytag-Hilf® 
Aus den Physiologisch-Chemischen Instituten der Universititen Freiburg i. Br. und Hamburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr.h.c. St. Goldschmidt zum 70. Geburtstage 


Die Reihenfolge der chemischen Reaktionen, die in Hefezellen zum 
Abbau von zugesetzter Glucose fiihren, ist heute gut bekannt. Anaerob 
fiihrt der Weg zu Alkohol und Kohlendioxyd, wihrend aerob als End- 
produkte Kohlendioxyd und Wasser auftreten. Fiir die aerobe Reaktions- 
folge sind zwei Wege bekannt, die entweder beim Glucose-6-phosphat 
(,, Pentosephosphat-Cyclus‘‘) oder beim Pyruvat (,,Citronensiure-Cyclus‘‘) 
vom anaeroben Kohlenhydratabbau abzweigen. Die einzelnen Zwischen- 
glieder dieser Reaktionsfolgen und ihre Aufeinanderfolge sind weitgehend 
geklart. 

Verschiedene Regulationsphinomene des Kohlenhydratabbaues 
— als auffallende Beispiele seien der Pasteur-Effekt und die durch 
Ammoniumionenzusatz ausgeléste Steigerung der aeroben Giarung ge- 
nannt4-? — weisen darauf hin, daB in die genannten Reaktionsfolgen 
regulierende und steuernde Querverbindungen und Riickkoppelungen 
eingeschaltet sein miissen. Solche Riickkoppelungen kénnen insbesondere 
durch die an verschiedenen Stellen in die Abbaureaktionsfolgen ein- 


1 Uber einen Teil der vorliegenden Versuche wurde von H. Holzer bei dem 
CIBA-Foundation Symposium in London vom 28. bis 30. Juli 1958 iiber ,,Regu- 
lation of Cell Metabolism“ vorgetragen. 

2 Abkiirzungen: AMP = Adenosinmonophosphat; ADP = Adenosindiphos- 
phat; ATP = Adenosintriphosphat; DPN bzw. DPNH = oxydiertes bzw. redu- 
ziertes Diphosphopyridinnucleotid; TPN bzw. TPNH = oxydiertes bzw. redu- 
ziertes Triphosphopyridinnucleotid. 

3 Die Ergebnisse dieser Arbeit sind der Dissertation von Frau Regula 
Freytag-Hilf an der Naturwissenschaftlichen Fakultaét der Universitat Miinchen 
entnommen. 

4 H. Holzer, 4.Colloquium der Gesellschaft fiir Physiol. Chemie, 8. 89—114, 
Springer-Verlag, Heidelberg 1953. 

> H. Holzer, E. Holzer u. G. Schultz, Biochem. Z. 326, 385 [1955]. 

6 H. Holzer, 8. Colloquium der Gesellschaft fiir Physiol. Chemie, Seite 65—85, 
Springer-Verlag, Heidelberg 1958. 

7-H. Zeller. Biochem. Z. 266, 360 [1933]. 

















8 Helmut Holzer u. Regula Freytag-Hilf, 





greifenden Coenzyme und Coenzym-Systeme gegeben sein§-", Zur Dis- 
kussion steht hier das ,,Adenylsiure-System“ mit den Komponenten 
Orthophosphat, AMP, ADP und ATP und die Wasserstoff iibertragenden 
Coenzym-Systeme DPN/DPNH und TPN/TPNH. Auf die den Glucose- 
abbau regulierende Rolle des Adenylsiure-Systems haben Lynen? unc 
Johnson hingewiesen. Den durch das DPN-System katalysierter 
Wasserstoff-Kreislauf bei der Giirung hat Warburg?*1> in vitro mii 
kristallisierten Enzymen demonstriert. Spiiter hat dann Chance!® den 
,,DPN-Cyclus‘ in lebenden Hefezellen nachgewiesen. 

In der vorliegenden Arbeit wird das Vorhandensein und Funktio- 
nieren solcher Steuerungs- und Riickkoppelungs-Systeme beim Glucose- 
abbau in lebenden Hefezellen durch Analyse der zeitlichen Veriinderungen 
von Metabolitkonzentrationen nach Zusatz von Glucose zu verarmten 
Hefezellen studiert. Hierzu wurden mit enzymatisch-optischen Test- 
methoden ATP, ADP, Orthophosphat, Fructosediphosphat, Dihydroxy- 
acetonphosphat, Pyruvat, Acetaldehyd und Alkohol analysiert. Es zeigte 
sich, daB in den ersten Minuten nach der Induktion des Kohlenhydrat- 
abbaues durch Zusatz von Glucose zu verarmten Hefezellen nacheinander 
verschiedene Reaktionsschritte sich in ihrer geschwindigkeitsbestim- 
menden Rolle ablésen, bis sich dann ein stationirer Zustand einstellt. 
Weiterhin findet man bei den Induktionsvorgiingen charakteristische 
Unterschiede zwischen aeroben und anaeroben Verhialtnissen, die fiir die 
Diskussion des Pasteur-Effektes von Bedeutung zu sein scheinen. 


Methoden 
_ 1. Ansatze und Gewinnung von Hefeproben 


Durch 5stdg. Schiitteln unter Sauerstoffatmosphare bei Zimmertemperatur 
verarmte Backerhefe der Norddeutschen Hefeindustrie, Hamburg-Wandsbeck*, 
wurde auf der Zentrifuge gewaschen und mit dest. Wasser zu einer 20% Frisch- 
gewicht enthaltenden Suspension aufgefiillt. Die Suspension kann einige Tage bei 
+ 4° aufbewahrt werden. Die Versuchsansitze enthielten 150 mil (enthaltend 30 g 
Frischgewicht) der Hefesuspension + 20 mi 0,2 m Phosphat-Puffer, pp 6,0, + 10 ml 
0,5 m Citrat/NaOH-Puffer, pq 6,0. Sollte in den Versuchsansitzen Phosphat be- 
stimmt werden, so wurde kein Phosphat-Puffer zugesetzt, sondern nur 30 ml Citrat- 


8 M. Dixon, Multi-enzyme systems, Cambridge Univ. Press, Cambridge 1949. 

® H. Holzer, Ergebnisse der Medizin. Grundlagenforschung, Band I, S. 189, 
Thieme-Verlag, Stuttgart 1956. 

10 H. A. Krebs, Endeavour 16, 125 [1957]; Dtsch. med. Wschr. 81, 4 [1956]. 

11H. A. Krebs u. H.L. Kornberg, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. 
Pharmakol. 49, 212 [1957]. 

12 F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 546, 120 [1941]. 

13 M. J. Johnson, Science [New York] 94, 200 [1941]. 

14 Q. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 303, 40 [1939]. 

15 QO. Warburg, Wasserstoffiibertragende Fermente, Verlag Saenger, Berlin 
1948 (s. auch Biochem. Z. 286, 81 [1936]). 

16 B. Chance, in ,,Symposium on the mechanism of enzyme action‘‘ (Heraus- 
geber: W. D. McElroy u. B. Glass), Johns Hopkins Press, Baltimore 1954, S. 399. 

* Herrn Dr. von Lacroix danken wir fiir die freundliche Uberlassung 

groBerer Mengen an Backerhefe. 
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Puffer. Die Ansétze wurden mit einer von temperiertem Wasser durchflossenen 
Kupferrohrschlange auf 20° gehalten. Temperaturkonstanz (gemessen im Ansatz) 
betrug -+- 0,5°. In die temperierte Suspension wurde unter kraftigem mechanischem 
Riihren 15 Min. lang Sauerstoff oder Stickstoff eingeleitet und dann der Glucose- 
umsatz durch Zugabe von 20 mi 40 proz. Glucose-Lésung (Zeit 0) gestartet. Mit 
einer Vollpipette mit weiter Offnung wurden in Abstinden von wenigen Sekunden 
Proben entnommen und in bereitstehende, mit Trichloressigsiure beschickte Zen- 
trifugenglaser pipettiert. Die Trichloressigsiure (Endkonzentration 7,5%) wurde 
sofort durch kraftiges Schiitteln mit der Hefesuspension durchmischt. Hierauf 
wurde 8 Min. bei 2000 x g zentrifugiert und die klaren Uberstinde fiir Substrat- 
bestimmungen mit Hilfe des optischen Testes beniitzt. 


2. Bestimmung von ATP, ADP, Orthophosphat, Acetaldehyd, 
Pyruvat, Dihydroxyacetonphosphat und Fructosediphosphat 


Die Bestimmung von Acetaldehyd mit Alkoholdehydrogenase wurde friiher 
angegeben!’. Orthophosphat wurde mit der Molybdanblau-Methode!* bestimmt. 
Die ibrigen Bestimmungen erfolgten im optischen Test im Prinzip nach Warburg!® 
nach den Angaben von Thorn et al.}® *. 


Ergebnisse 
I. Das Adenylsiure-System 


Der aerobe und anaerobe Glucoseumsatz wird durch Glucose- 
phosphorylierung mit ATP zu Glucose-6-phosphat an dem Enzym 
Hexokinase eingeleitet. Wir haben deshalb als erstes Verinderungen 
der ATP- und ADP-Konzentrationen in verarmten Hefezellen studiert, 
denen zur Zeit Null Glucose zugesetzt wurde. 


a) Glucosezusatz unter anaeroben Bedingungen 
Aus Abb. 1 ersieht man, daB sofort nach Zusatz von Glucose unter 
anaeroben Bedingungen die ATP-Konzentration sehr rasch abfallt, nach 
etwa 30 Sek. ein Minimum erreicht und dann langsam wieder zunimmt, 
bis sich nach ca. 100 Sek. eine neue stationire ATP-Konzentration ein- 
gestellt hat, die wenig héher als die ATP-Konzentration der anaerob 
gehaltenen, verarmten Hefezellen (ohne Substrat) ist. Dieses Verhalten 
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Abb. 1. ATP und ADP nach Zu- 
satz von Glucose zu verarmter 
Hefe unter anaeroben Bedin- 
gungen. 
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17 -H. Holzer, G. Schultz u. F. Lynen, Biochem. Z. 328, 252 [1956]. 
18 Klinisch Chemische Untersuchungsmethoden mit dem Photometer Eppen- 
dorf (Netheler & Hinz GmbH, Hamburg). 
19 W. Thorn, G. Pfleiderer, R. A. Frowein u. I. Ross, Pfliigers Arch. 
ges. Physiol. Menschen Tiere 261, 334 [1955]. 
* ‘Herrn Professor Dr. Th. Biicher danken wir herzlich fiir die Uberlassung 
der Methoden vor der Veréffentlichung. 
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der ATP-Konzentration wird verstindlich, wenn man bedenkt, daB sofort 
nach Glucosezusatz sehr rasch ATP zur Bildung von Glucose-6-phosphat 
und Fructosediphosphat verbraucht wird, ohne da8 sofort auch eine 
Resynthese von ATP stattfindet. Diese kann erst einsetzen, wenn aus den 
Hexosephosphaten die Folgeprodukte der Girung, von denen aus eine 


Regenerierung des ATP durch Phosphorylierung von ADP stattfindet | 


(1.3-Diphosphoglycerinsiure und Phosphoenolbrenztraubensiure), in 
ausreichender Konzentration angehiuft wurden. Diese Resynthese von 
ATP beginnt ab der 20. Sek. deutlich zu werden, und da pro Mol 
umgesetzter Glucose vier ATP gebildet werden, wihrend nur zwei 



































ir ar ar as 

Sek. nach blucosezusat2 —s— 
fiir die einleitenden Phosphorylierungen verbraucht werden, éuBern sich 
die beiden iiberschiissig gebildeten ATP durch eine rasche Zunahme der 
ATP-Konzentration von der 30. Sek. an. 

Die Aufwirtsbewegung der AT P-Konzentration wird durch zwei Ein- 
fliisse gedimpft und zum Einbiegen auf ein stationires Niveau veran- 
laBt: mit steigender ATP-Konzentration werden die verschiedenen ATP- 
spaltenden Prozesse auf Grund der generellen Abhingigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeit von derSubstratkonzentration beschleunigt, und zudem 
diirfte etwa in der 100.Sek.eine Bremsung der Triosephosphat-Dehydrie- 
rung durch Mangel an Orthophosphat auftreten, welche zu verringerter 
ATP-Synthese-Geschwindigkeit AnlaB gibt. Abb. 2 zeigt die Abnahme 
der Orthophosphatkonzentration nach Glucosezusatz unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen. Man sieht, da der Zeitpunkt, bei dem die Ge- 
schwindigkeit der Abnahme der Orthophosphatkonzentration unter an- 
aeroben Bedingungen kleiner wird (90.—110. Sek.) identisch ist mit dem 
Zeitpunkt, bei dem gemiB Abb. 1 die Geschwindigkeit der Zunahme der 
ATP-Konzentration kleiner wird. Das heiBt, das Wirksamwerden der 
,,Orthophosphat-Bremse“ tut sich ganz im Einklang mit den Uber- 
legungen von Lynen???° als Bremsung der ATP-Synthese kund. Die ab 
der 100. Sek. konstant bleibende, stationiire ATP-Konzentration (siehe 
Abb. 1) kommt demnach dadurch zustande, daB ATP-Spaltungen durch 


20 FI Lynen, Naturwissenschaften 30, 398 [1942]. 
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die einleitenden Phosphorylierungen, ATPasen, Polyphosphate syntheti- 
sierende Enzyme usw. gerade dieselbe stationare Geschwindigkeit haben 
wie die an die alkoholische Garung gekoppelten, durch das niedrige 
Orthophosphatniveau begrenzten ATP synthetisierenden Prozesse. 
Erstaunlich ist, daB die fiir die anaerobe Girung charakteristische 
stationire ATP-Konzentration nur um etwa 50% hoher ist, als die der 
verarmten Hefezellen. Erstaunlich deshalb, weil in verarmter Hefe unter 
anaeroben Bedingungen kein manometrisch nachweisbarer Stoffwechsel 
stattfindet, so daB aus energetischen Griinden keine oder nur minimale 


























Abb. 3. Sauerstoffaufnahme von Hefe- A 
zellen vor und nach Glucosezusatz. 1 = ‘aias 
frische Hefe; 2 = 3 Stdn. unter O, ge- & 150 
schiittelte (verarmte) Hefe; 3=5'4,Stdn. $ 
verarmte Hefe, anschlieBend 5 Tage bei4® 100 
aufbewahrt. Zur Manometrie waren die © 
Hefezellen in demselben Puffer wie bei den & 50. 
andern Ansatzen suspendiert. Gasraum: cS 
Luft; im Einsatz NaOH; t = 20°. —- | : | | 
. 0 wo 60 


ATP-Synthese stattfinden kann. Man darf aus dem relativ hohen ATP- 
Niveau der verarmten anaerob gehaltenen Hefezellen deshalb schlieBen, 
daB in diesen Zellen die ATP verbrauchenden Prozesse auf ein Mini- 
mum reduziert sind: d. h. Hefezellen vermégen mit einem enorm 
niedrigen ,,Grundumsatz“ ihre Strukturen und Fermentaktivititen auf- 
recht zu erhalten! DaB tatsachlich die katalytische Aktivitét von Hefe- 
zellen fiir die Oxydation von Glucose (gemessen an der Geschwindigkeit 
der O,-Aufnahme) vor und nach mehrstiindiger Verarmung und mehr- 
tigiger Aufbewahrung bei +4° dieselbe ist, ersieht man aus Abb. 3: Die 
Steigung der Kurve der O,-Aufnahme nach Glucosezusatz ist bei den 
drei verschieden vorbehandelten Hefeproben gleich groB. 


Auch die zeitliche Anderung der ADP-Konzentration nach anaerobem 
Glucosezusatz (Abb. 1) steht qualitativ mit obigen Uberlegungen im 
Einklang: In den ersten Sek. findet eine rasche Freisetzung von ADP im 
Zusammenhang mit den einleitenden Phosphorylierungen an der Hexo- 
kinase und Phosphofructokinase statt. Kurz danach jedoch beginnt 
der Verbrauch von ADP durch die ATP resynthetisierenden Reak- 
tionen. Bereits nach 30—40 Sek. hat sich eine stationiire ADP-Kon- 
zentration eingestellt, die sich kaum von der stationiiren ADP-Konzen- 
tration in verarmten Hefezellen unterscheidet. Zur Frage, warum 
das Maximum der ADP-Konzentration und das Minimum der ATP- 
Konzentration zeitlich verschieden liegen, kénnen wir vorerst keine ex- 
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perimentell gestiitzte Antwort geben. Aus Abb. 4 sieht man, da8 unter 
aeroben Bedingungen keine solche Diskrepanz vorliegt: hier verindern 
sich die ATP- und ADP-Konzentrationen exakt gegenliufig. 
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Abb. 4. ATP und ADP nach Zusatz von Glucose zu verarmter Hefe unter aeroben 
Bedingungen. 


b) Glucosezusatz unter aeroben Bedingungen 

Auch unter aeroben Bedingungen beobachtet man sofort nach 
Glucosezusatz einen markanten Abfall der ATP-Konzentration (siehe 
Abb. 4). Jedoch wird im Gegensatz zu anaeroben Bedingungen (vergleiche 
Abb. 1) bereits nach 5—10 Sek. eine intensive ATP-Synthese durch eine 
rasche Zunahme der ATP-Konzentration bemerkbar. Nach 20—30 Sek. 
wird ein Maximum erreicht und nach ca. 60 Sek. stellt sich eine stationiare 
ATP-Konzentration ein, die etwa gleich grof ist wie die stationire ATP- 
Konzentration unter anaeroben Bedingungen (mit Glucose), die sich 
interessanterweise kaum von der ATP-Konzentration der verarmten 





Hefezellen unter aeroben Bedingungen (ohne Substratzusatz) unter- 
scheidet. ~ 

Zweifellos ist der rasche ATP-Anstieg zwischen der 10. und 20. Sek. 
auf Einsetzen der Atmungskettenphosphorylierung zuriickzufiihren. Die | 
hierdurch bedingte ATP-Synthese ist erstens wesentlich ausgiebiger als | 
die Synthese von iiberschiissigem ATP unter anaeroben Bedingungen und | 
zweitens kann sie schneller einsetzen, da bereits der bei den Stufen 
der Glucose-6-phosphat-Dehydrierung und der Triosephosphat-Dehy- 
drierung abgeléste Wasserstoff iiber die Atmungskette zur ATP-Syn- 
these beitragen kann, wihrend bei der Giirung erst nach Einsetzen 
der Phosphatiibertragung von Phosphoenolbrenztraubensaure auf ADP 
iiberschiissiges ATP verfiigbar wird. So wird zumindest qualitativ ver- 
stiindlich, weshalb nach dem aerob und anaerob gleichartig einsetzenden 
primiren Absturz der ATP-Konzentration unter aeroben Bedingungen 
bereits nach 5—10 Sek. ein Wiederanstieg der ATP-Konzentration er- | 
folgt, wihrend dies anaerob 30—40 Sek. dauert. 

Fiir das Wiederabsinken der ATP-Konzentration nach der 25. Sek. 
diirfte neben den bei erhéhter ATP-Konzentration rascher ablaufenden 
ATP-spaltenden Prozessen ein Mangel an Orthophosphat verantwortlich 
sein. Man ersieht aus Abb. 2, daB unter aeroben Bedingungen die Ge- 
schwindigkeit der Orthophosphatabnahme schon 30 Sek. nach Glucose- 
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zusatz rasch kleiner wird, so daB zu diesem Zeitpunkt die ,,Orthophosphat- 
Bremse“ wirksam wird: der Mangel an Orthophosphat erniedrigt die Ge- 
schwindigkeit der Triosephosphat-Dehydrierung'* und der Atmungs- 
kettenphosphorylierung”! und verursacht so verlangsamte ATP-Lieferung. 

Die ADP-Konzentration verhilt sich unter aeroben Bedingungen 
genau spiegelbildlich zur ATP-Konzentration. Dies bedeutet wohl, daB 
hier das Adenylsiure-System ganz vorwiegend mit ATP und ADP, 
ohne ins Gewicht fallende Beteiligung von AMP und Myokinase, die 
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsprozesse vermittelt. 

Beachtenswert sind die aerob und anaerob beim stationiren Glucose- 
umsatz annihernd gleich hohen Konzentrationen an ATP (ungefahr 
0,7 uMol ATP pro g Frischhefe: vergleiche Abb. 1 und 4). Zweifellos 
findet nimlich beim aeroben Glucoseumsatz eine wesentlich intensivere 
ATP-Synthese statt als anaerob, auch wenn der P/O-Quotient nicht den 
theoretischen Wert von 3 erreicht, sondern nach Lynen und Koenigs- 
berger” in der Nihe von 1 liegen diirfte. Bei gleicher Intensitit der 
ATP verbrauchenden Prozesse unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
sollte man deshalb aerob eine héhere stationiire ATP-Konzentration er- 
warten. Jedoch zeigten auch Versuche, bei denen anaerob Glucose vergii- 
rende Hefezellen nach 20 Min. mit Sauerstoff begast wurden, daB bei 
diesem Gaswechsel sich die ATP-Menge pro g Frischhefe nicht veriin- 
dert®*, Fiir die Erklirung der anaerob und aerob gleich hohen ATP- 
Konzentrationen mu8 wohl hauptsichlich die Méglichkeit in Betracht 
gezogen werden, da die ATP-Konzentrationen in verschiedenen Zell- 
bereichen verschieden sind, wie dies bereits in friiheren Arbeiten dis- 
kutiert und wahrscheinlich gemacht wurde”?%, Nimmt man an, dai 
aerob ATP in den Mitochondrien konzentriert ist und im Cytoplasma in 
geringerer Konzentration vorliegt als anaerob, so wird verstindlich, 
daB die ATP-Konzentration pro Gesamthefezellen aerob und an- 
aerob gleich groB ist. 


II. Zwischenprodukte des Kohlenhydratabbaues 


a) Fructosediphosphat und Dihydroxyacetonphosphat 

In den Abbildungen 5 und 6 sind die Anderungen der Konzentrationen 
an Fructosediphosphat, Dihydroxyacetonphosphat und Pyruvat nach Zu- 
satz von Glucose zu verarmten Hefezellen unter anaeroben und aeroben 
Bedingungen wiedergegeben. Weiterhin sind die im vorhergehenden Ab- 
schnitt besprochenen Anderungen der Konzentrationen an ATP, ADP 
und Orthophosphat eingetragen. Betrachten wir zuerst das Verhalten von 
Fructosediphosphat und Dihydroxyacetonphosphat, so fallt auf, daB 
diese beiden Metaboliten unter anaeroben und unter aeroben Bedingungen 
vollig parallel gehende Konzentrationsverinderungen aufweisen. Zweifel- 


21H. A. Lardy, Conferences et Rapports, 3. Internationaler Biochemie- 
KongreB, Bruxelles 1955, S. 287. 

22 F. Lynen u. R. Koenigsberger, Liebigs Ann. Chem. 573, 60 [1951]. 

23H. Holzer, I. Witt u. R. Freytag-Hilf, Biochem. Z. 329, 467 [1958]. 
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los ist dies darauf zuriickzufiihren, daB die Enzyme Aldolase und Iso- 
merase in Hefezellen mit so hoher Aktivitaét vorhanden sind, daB die 
Reaktionspartner der von diesen beiden Enzymen katalysierten Um- 
setzungen sich unabhingig von dem anderen Stoffwechselgeschehen immer 
im thermodynamisch festgelegten Gleichgewicht befinden. Dasselbe 
konnte schon bei friiheren Untersuchungen nicht nur fiir Hefezellen*', 
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vat und Orthophosphat (Ph) nach Zusatz von 
Glucose zu verarmter Hefe unter anaeroben 
Bedingungen. Die Kurven stellen Verlaufe 
dar, wie sie sich als reprasentativ bei der Aus- +FDP 

wertung von 10—20 Versuchen ergaben. | AP 
Abb. 6. ATP,*ADP, FDP, DAP, Pyruvat, Ph Saar ae eee 
nach Zusatz von Glucose zu verarmter Hefe Cat deh Meamametate citi 


unter aeroben Bedingungen. Abkiirzungen 
siehe Legende zu Abb. 5. Abb. 6. 

















sondern auch fiir Ascites-Tumorzellen demonstriert werden®. Irgend- 
welche Steuerungs- und Regulationsmechanismen kénnen demnach an 
den Enzymen Aldolase und Triosephosphat-Isomerase nicht eingreifen. 

In verarmten Hefezellen (vor Glucosezusatz) liegen die von uns unter- 
suchten Zwischenprodukte des Glucoseabbaues in sehr kleiner Konzen- 
tration vor. Wie zu erwarten, steigt die Fructosediphosphat-Konzen- 
tration als Folge der sofort nach Glucosezusatz einsetzenden Phosphory- 
lierungsprozesse aerob und anaerob rasch an. Der unter anaeroben Be- 
dingungen etwa 70—80 Sek. dauernde Anstau von Fructosediphosphat 
kann nicht auf iiberschiissig vorhandenes ATP zuriickgefiihrt werden, 
da die ATP-Konzentration bereits nach 30—40 Sek. ein Minimum er- 
reicht hat. Wenn demnach nicht eine zu starke Anlieferung an Fructose- 
diphosphat fiir dessen Anstau verantwortlich gemacht werden kann, so ist 








24H. Holzer u. E. Holzer, diese Z. 292, 232 [1953]. 
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die Erklarung in einer Hemmung der weiteren Umsetzung des Fructose- 
diphosphates zu suchen. Da Aldolase und Triosephosphat-Isomerase nicht 
als geschwindigkeitsbestimmende Enzyme in Frage kommen, halten wir 
es fiir wahrscheinlich, daB es sich um eine Hemmung der Triosephosphat- 
Dehydrierung und damit der weiteren Umsetzung von Phosphoglycerin- 
aldehyd durch Mangel an oxydiertem DPN handelt. Eine solche 
Hemmung miiBte auf Grund der mit iiberschiissiger Aktivitét vorhan- 
denen Enzyme Isomerase und Aldolase parallel zum Aufstau von 
Phosphoglycerinaldehyd, Dihydroxyacetonphosphat und _ Fructose- 
diphosphat fiihren. 

Als Ursache fiir die Hemmung der Triosephosphat-Dehydrierung ist 
neben einem Mangel an DPN auch ein Mangel an Orthophosphat oder an 
ADP in Betracht zu ziehen. Mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit handelt 
es sich im vorliegenden Falle jedoch nicht um eine durch Orthophosphat- 
mangel ausgeléste Hemmung, da das Orthophosphat unter anaeroben 
Bedingungen in den zur Diskussion stehenden ersten 70 Sek. nach 
Glucosezusatz laufend mit konstanter Geschwindigkeit abnimmt, erst 
nach der 100. Sek. wird die Geschwindigkeit der Abnahme kleiner. Dem- 
nach kann erst nach 100 Sek. mit einer Hemm- und Regulationswirkung 
des Orthophosphates gerechnet werden. Auch der Verlauf der ADP- 
Konzentration steht in keinerlei Korrelation zur Fructosediphosphat- 
konzentration. 

Als experimentelle Belege fiir das Vorliegen einer Hemmung der 
Triosephosphat-Dehydrierung durch Mangel an oxydiertem DPN 
(d. h. durch mangelnde Abgabe des Wasserstoffs von dem bei der Triose- 
phosphat-Dehydrierung anfallenden hydrierten DPN) kénnen wir die in 
Abb. 7 aufgezeichneten Versuche mit Zusatz von Acetaldehyd und Alkohol 
anfiihren. Der Acceptor fiir den Wasserstoff des bei der Triosephosphat- 
Dehydrierung aufgeladenen DPNH ist bei der anaeroben Girung allein 
Acetaldehyd (eine Hydrierung von Dihydroxyacetonphosphat zu «- 
Glycerinphosphat mit DPNH lauft in Hefezellen ohne kiinstliche Ein- 
griffe nur sehr langsam ab und braucht hier nicht beriicksichtigt zu 
werden). Wir haben deshalb Messungen der Acetaldehydkonzentration 
mit in unsere Versuche einbezogen und beobachtet, daB die Acetaldehyd- 
konzentrationen unter anaeroben und aeroben Bedingungen in den ersten 
Minuten nach Zusatz von Glucose zu verarmten Hefezellen unter unseren 
Versuchsbedingungen minimal sind: sie betragen nur wenige Prozent der 
Konzentrationen der anderen von uns gemessenen Stoffwechselzwischen- 
produkte. Dies diirfte auf zweierlei zuriickzufiihren sein: Erstens ist 
Acetaldehyd das zweitletzte Garungsprodukt und deshalb miissen 11 von 
den insgesamt 12 Enzymreaktionen, die an der Girungskette beteiligt 
sind, nacheinander anlaufen, bis Acetaldehyd gebildet wird und sich in 
meBbarer Menge anhiufen kann. Zweitens ist Acetaldehyd das erste 
Zwischenprodukt der Girungskette, das ungehindert aus den Zellen ins 
Medium hinaus permeieren kann (in friiheren Versuchen haben wir nach- 
gewiesen, daB sich Acetaldehyd gleichmifig auf Zellen und Medium ver- 
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teilt!’). Im Gegensatz zu den phosphorylierten Stoffwechselzwischenpro- 
dukten und zum ebenfalls schlecht penetrierenden Pyruvat-Anion wird 
sich demnach Acetaldehyd nicht in den Zellen anhiufen kénnen, sondern 
sofort auf den Gesamtansatz verteilen, weshalb seine Konzentration in 
den ersten Minuten der Girung so gering ist, daB keine ausreichende 
Reoxydation des bei der Triosephosphat-Dehydrierung entstehenden 
DPNH stattfinden kann. Ausgehend von diesen Uberlegungen wurde der 
in Abb. 7 niedergelegte Versuch durchgefiihrt. Man ersieht aus Abb. 7, 
daB bei Zusatz von Acetaldehyd 10 Sek. vor dem Zusatz der Glucose 
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der sonst zu beobachtende Anstau von Fructosediphosphat nicht 1 bis 
2 Min. andauert, sondern bereits nach etwa 20 Sek. aufhért. Vollig 
parallel verhalt sich Dihydroxyacetonphosphat. Man kann also tatsich- 
lich, wie dies auf Grund der DPN-Mangel-Theorie zu erwarten ist, durch 
Zusatz eines Wasserstoff-Acceptors den Fructosediphosphatanstau ver- 


hindern. Ein weiterer Kontrollversuch, bei dem kurz vor der Glucose- f 


zugabe Athylalkohol zugesetzt wurde, stiitzt diese Anschauung. Da 
Alkoholdehydrogenase in hoher Aktivitiit in Hefezellen vorhanden ist, 
sorgt der Athylalkohol dafiir, daB auch die kleinste Menge DPN, die bei 
der Reoxydation von DPNH mit Dihydroxyacetonphosphat oder Acet- 
aldehyd anfallen kénnte, sofort wieder hydriert wird. Dadurch liegt nun 
ein besonders extremer Mangel an oxydiertem DPN vor: Die Triose- 
phosphatdehydrierung ist jetzt noch stirker und linger gehemmt als 
beim Kontroll-Ansatz ohne Alkohol, und man beobachtet, wie in Abb. 7 
eingetragen, einen starken Anstau von Fructosediphosphat und Di- 
hydroxyacetonphosphat. 

Etwa 70—80 Sek. nach dem anaeroben Glucosezusatz beginnt die 
Fructosediphosphatkonzentration wieder abzufallen und sich, wie aus 
Abb. 8 ersichtlich, auf eine weitgehend konstant bleibende stationire 
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Konzentration einzustellen, bei der sich Anlieferung und Abbau von 
Fructosediphosphat die Waage halten. Auf Erklirungsméglichkeiten fiir 
das Zustandekommen eines solchen ,,Einpendelungsvorganges“ (,,UUbers- 
Ziel-SchieBen“‘) wird in der Diskussion eingegangen werden. 
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Abb. 8. Anderung der Fructosediphosphat-Konzentration nach Zusatz von Glucose 
zu verarmter Hefe unter anaeroben (a, 100% N, in der Gasphase) und aeroben 
(b, 100% O, in der Gasphase) Bedingungen. 


Die Konzentrationsinderungen des Fructosediphosphats unter 
aeroben Bedingungen sind durch das Auftreten eines Maximums 
etwa 20—25 Sek. nach Zusatz von Glucose gekennzeichnet. Der unter 
aeroben Bedingungen (in den ersten 20 Sek.) raschere Anstieg der Fruc- 
tosediphosphat-Konzentration als unter anaeroben Bedingungen diirfte 
auf das unter aeroben Bedingungen héhere Ausgangsniveau an ATP 
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(vgl.1.¢.25) zuriickzufiihren sein. Daneben liegt aerob ebenso wie anaerob 
eine Hemmung des Triosephosphatabbaues durch Mangel an oxydiertem 
DPN vor, die fiir den Fructosediphosphat-Aufstau mit verantwortlich ist. 
Zwar kann der bei der Triosephosphat-Dehydrierung anfallende Wasser- 
stoff unter aeroben Bedingungen mit dem Sauerstoff in Reaktion treten, 
jedoch scheint die Kapazitait der Atmungskette in den ersten Sekunden 
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der Garung nicht auszureichen, um das bei der Triosephosphat-Dehydric- 
rung anfallende hydrierte DPN zu reoxydieren, da, wie aus Abb.9 ersich: . 
lich, auch unter aeroben Bedingungen durch Zusatz von Acetaldehyd ein 
Ausbleiben des kurzfristigen und steilen Anstiegs von Fructosediphosphat 
beobachtet wird. Nach dem Zuriickfallen der Fructosediphosphat-Kon- 
zentration auf einen niedrigeren Wert beobachtet man (Abb. 8) von der 
50. Sek. an unter aeroben Bedingungen einen langsamen und gleich- 
miBigen Anstieg. Dies kénnte darauf zuriickzufiihren sein, daB die 
Orthophosphat-Konzentration nach etwa 40 Sek. (vergleiche Abb. 2) auf 
einen niedrigen stationiren Wert abgefallen ist, der die Geschwindigkeit 
der Triosephosphatdehydrierung begrenzt und damit deren Substrate 
aufstaut. 

Auf Grund der vorstehend ausgefiihrten Uberlegungen ist in den 
ersten Sek. nach Zusatz von Glucose zu verarmten Hefezellen eine weit- 
gehende Hydrierung des DPN zu erwarten, die dann, nachdem geniigend 
Acetaldehyd angehiuft ist, auf einen niedrigeren, stationir bleibenden 

~ Wert an DPNH zuriickgeht. Diese Erwartung steht in ausgezeichneter 
Ubereinstimmung mit spektrophotometrischen Beobachtungen von 
Chance?® an Backerhefezellen. Chance hat unter ahnlichen Bedin- 
gungen, wie sie in den vorliegenden Versuchen verwendet wurden, nach 
Zusatz von Glucose zu aerob und anaerob inkubierten Hefezellen einen 
kurzfristigen Anstau von DPNH beobachtet, der dann auf einen statio- 
niren Wert zuriickgeht. Dieses von Chance als ,,DPN-Cyclus“ be- 
zeichnete Phinomen entspricht damit nicht nur in der Charakteristik 
des Kurvenverlaufs dem in Abb. 8 wiedergegebenen ,, Fructosediphosphat- 
Cyclus“, sondern hingt tatsichlich kausal damit zusammen: Der Anstau 
von DPNH und damit der Mangel an DPN bewirken einen Aufstau von 
Fructosediphosphat. 


b) Pyruvat 

Abb. 10 zeigt den Verlauf der Pyruvat-Konzentration unter an- 
aeroben und aeroben Bedingungen. Da Pyruvat aus den Hefezellen nur 
langsam ins Medium iibertritt®, kann praktisch alles Pyruvat, das in den 
ersten 100 Sek. nach Glucosezusatz in den Ansitzen analysiert wird, als 
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in den Hefezellen befindlich betrachtet werden. Es fallt auf, daB unter 
anaeroben Bedingungen eine gleichmaBige Zunahme der Pyruvat-Kon- 
zentration innerhalb der ersten 20 bis 30 Sek. auf eine dann weitgehend 
konstant bleibende stationire Konzentration erfolgt, wihrend unter 
aeroben Bedingungen eine sehr rasche und intensive Zunahme der 
Pyruvat-Konzentration nach 20 bis 30 Sek. zu einem steilen Maximum 
fiihrt, von dem aus die Pyruvat-Konzentration rasch wieder absinkt, um 
nach 60 bis 80 Sek. einen weitgehend konstant bleibenden Wert zu er- 
reichen, der sich nicht wesentlich vom anaeroben Wert unterscheidet. 

Die Erklirung des Konzentrationsverlaufs unter anaeroben Be- 
dingungen bereitet wenig Schwierigkeiten: Nach Anlaufen der zehn En- 
zymreaktionen, die von Glucose ausgehend zum Pyruvat fiihren, beginnt 
die Pyruvat-Konzentration zu steigen und damit das Enzym Carboxylase 
in Funktion zu treten. Mit dem Ansteigen der Pyruvat-Konzentration 
nimmt die Geschwindigkeit der Pyruvat-Decarboxylierung laufend zu 
und zwar so lange, bis Pyruvat-Anlieferung und Pyruvat-Decarboxy- 
lierung die gleiche Geschwindigkeit erreicht haben. Dies ist nach ca. 
30 Sek. der Fall, und so wird die in diesem Zeitpunkt erreichte stationare 
Pyruvat-Konzentration verstandlich. Bei linger dauernden Versuchen 
beobachtet man dann ein langsames weiteres Ansteigen der Pyruvat- 
Konzentration, das vermutlich darauf zuriickzufiihren ist, daB sich jetzt 
langsam im Medium und in den Zellen Acetaldehyd anhiiuft, der die 
Decarboxylierung von Pyruvat hemmt und damit bewirkt, daB die 
Pyruvat-Konzentration langsam weiter ansteigen mubB, um dieselbe 
Pyruvat-Decarboxylierungsgeschwindigkeit und damit denselben Durch- 
satz an Glucose wie vorher zu gewihrleisten. 

Schwieriger ist es, das auffallend steile Maximum der Pyruvat- 
Konzentration 20 bis 30 Sek. nach Zusatz von Glucose unter aeroben 
Bedingungen zu erkliren (siehe Abb. 6 und 10). Unseres Erachtens ist 
der im Gegensatz zu anaeroben Verhiiltnissen in den ersten 20 Sek. um 
ein Vielfaches steilere Anstieg der Pyruvat-Konzentration auf eine 
wesentlich schnellere Anlieferung von Pyruvat zuriickzufiihren, da eine 
fiir aerobe Bedingungen charakteristische Hemmung der Pyruvat-De- 
carboxylierung als Erklirungsméglichkeit kaum in Frage kommt. Die 
aerob sehr rasche Anlieferung von Pyruvat diirfte im Einklang mit den 
Betrachtungen des vorherigen Abschnittes auf die unter aeroben Bedin- 
gungen nur geringe Hemmung der Triosephosphat-Dehydrierung durch 
Mangel an oxydiertem DPN zuriickzufiihren sein. Durch die Triose- 
phosphat-Dehydrierung flieBt deshalb aerob wesentlich mehr Zucker als 
unter anaeroben Bedingungen, und da die Pyruvat-Decarboxylase dem 
in den ersten Sekunden gewaltigen Angebot an Pyruvat nicht gewachsen 
ist, kommt es zu dem raschen und steilen Anstieg der Pyruvat-Konzen- 
tration. Dies wird auch daraus deutlich, daB die Pyruvat-Konzentration 
auf etwa 4—5 wMole pro g Frischhefe, d. h. auf eine Konzentration von 
mindestens 4x 10-* Mole pro Liter ansteigt (es handelt sich hierbei um 
einen Minimalwert, da der lésende Raum, in dem die von uns gemessene 
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Brenztraubensaure enthalten ist, maximal dem Gesamtvolumen der Hefe- 
zellen entsprechen kann). Diese Konzentration liegt bereits weit im 
Sattigungsbereich der Pyruvat-Decarboxylase aus Hefe, deren Micha- 
elis-Konstante wir in friheren Versuchen*® zu 1x 10-* Mole Pyruvat)/ 
bestimmt haben. Demnach arbeitet wihrend des Auftretens des aeroben 
Pyruvatmaximums die Pyruvat-Decarboxylase mit maximaler Ge- 
schwindigkeit: das heiBt, die Pyruvat-Anlieferung ist gréBer als die 
maximale Kapazitaét zum Pyruvat-Abbau. 

Ein weiteres Argument fiir unsere Anschauung, wonach das aerobe 
Fehlen einer Hemmung der Triosephosphat-Dehydrierung durch Mangel 
an oxydiertem DPN fiir die aerob rasche Anhaiufung von Pyruvat in den 
ersten Sekunden nach Glucose-Zusatz verantwortlich ist, sehen wir im 
Versuch der Abb. 10, bei dem Acetaldehyd zugesetzt wurde. Man ersieht 
daraus, daB auch unter anaeroben Bedingungen der rasche und steile 
Pyruvatanstau kiinstlich erzeugt werden kann, wenn man kurz vor der 
Glucose Acetaldehyd zusetzt. Der Acetaldehyd bewirkt im Einklang mit 
den im vorstehenden Abschnitt beschriebenen Versuchen und Uber- 
legungen eine rasche Reoxydation des sich unter anaeroben Bedingungen 
anstauenden hydrierten DPN und damit eine Aufhebung der ,, Bremse“ 
der Triosephosphat-Dehydrierung. Diese ,,Enthemmung“ durch Acetal- 
dehyd wirkt sich genau so aus, wie die Aufhebung der Triosephosphat- 
Dehydrierungsbremse durch Sauerstoff: Pyruvat staut sich steil an, da 
das angelieferte Pyruvat von der Pyruvat-Decarboxylase nicht bewaltigt 
werden kann. 


Wir nehmen an, daB fiir das rasche Absinken, d. h. ,,Zuriickpendeln“, 
der Pyruvat-Konzentration nach der 20. bis 30. Sek. das Wirksamwerden 
der ,,Orthophosphat-Bremse“ verantwortlich ist. Man ersieht aus Abb. 2, 
daB nach 20 bis 30 Sek. die Geschwindigkeit der Abnahme des Ortho- 
phosphates langsamer wird und sich der Orthophosphat-Spiegel nach 
30 bis 40 Sek. auf sein, aeroben Bedingungen entsprechendes, stationires 
Niveau eingestellt hat. Der Zeitpunkt des Umbiegens der Orthophosphat- 
Kurve ist identisch mit dem Eintritt der Bremsung der Triosephosphat- 
Dehydrierung durch Mangel an Orthophosphat und damit mit einer Ver- 
langsamung des Angebotes an Pyruvat. Die Pyruvat-Decarboxylase ver- 
mag jetzt das angestaute Pyruvat wegzuschaffen, deshalb sinkt die 
Konzentration zuriick, um sich in der 60. bis 80. Sek. auf einen stationaren 
Wert einzustellen, bei dem wie unter anaeroben Bedingungen Pyruvat- 
Anlieferung und Pyruvat-Decarboxylierung die gleiche Geschwindigkeit 
aufweisen. 

Es soll hier Garauf hingewiesen werden, daf die stationiire Pyruvat- 
Konzentration in der GréBenordnung der Michaelis-Konstanten der 
Pyruvat-Decarboxylase liegt. Dasselbe gilt fiir die stationiren Konzen- 
trationen der Substrate vieler anderer Enzyme in lebenden Zellen. 





2° H. Holzer, G. Schultz, C. Villar-Palasi u. J. Jintgen-Sell, Bio- 
chem. Z. 827, 331 [1956]. 
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Damit ist die Grundlage fiir das Wirksamwerden von Regulationsvor- 
giingen auf enzymatischer Ebene gegeben: Eine Anderung der Substrat- 
konzentration bewirkt eine annihernd proportionale Anderung der 
Reaktionsgeschwindigkeit. 

DaB der Pyruvatanstau bei dem Versuch unter anaeroben Bedin- 
gungen mit Acetaldehyd-Zusatz wesentlich linger andauert als beim 
Parallelversuch unter aeroben Bedingungen, diirfte darauf zuriickzu- 
fiihren sein, daB das Einsetzen einer Hemmung der Triosephosphat- 
Dehydrierung durch Mangel an Orthophosphat beim anaeroben Versuch 
wesentlich spiiter stattfindet als beim aeroben Versuch (siehe dazu die 
Kinetik des aeroben und anaeroben Abfalls der Orthophosphatkonzen- 
tration in Abb. 2). Dadurch muB sich die zu schnelle Anlieferung von 
Pyruvat unter anaeroben Bedingungen wesentlich linger auswirken als 
unter aeroben Bedingungen. 


Diskussion 


I. Allgemeine Betrachtungen zur Kinetik der Einstellung 
stationirer Metabolitkonzentrationen 


Uberblickt man die in der vorliegenden Untersuchung dargestellten 
Konzentrationsinderungen von Metaboliten nach Zusatz von Glucose zu 
verarmten Hefezellen, so fallt auf, daB zwei prinzipiell verschiedene 
Moéglichkeiten fiir die Kinetik der Einstellung einer stationiren Meta- 
bolitkonzentration vorherrschen. Diese beiden Méglichkeiten sind sche- 
matisch in den Kurven A und B in Abb. 11 wiedergegeben. Je nachdem 
ob von der Ausgangskonzentration in ruhenden Hefezellen aus nach 
Glucosezusatz eine Konzentrationszunahme oder eine Abnahme erfolgt, 
gelten die Kurven A und B bzw. A’ und B’. Fiir die folgenden prinzipiellen 
Uberlegungen spielt dieser Unterschied jedoch keine Rolle. In den Fallen 
A und A’ andert sich die Konzen- 
tration des untersuchten Metaboliten 


nur in einer Richtung: sie strebt auf s 
eine weitgehend konstant bleibende & A 
stationire Konzentration zu. Diese § 7 
Méglichkeit ist z. B. bei der Einstel- $ 
lung der stationéaren Pyruvatkonzen- A 





tration unter anaeroben Bedingungen 
(vgl. Abb. 5 und Abb. 10) verifiziert. 
Die Orthophosphatkonzentration (vgl. 
Abb. 2) verandert sich sowohl unter 
aeroben wie unter anaeroben Bedin- 
gungen nach Glucosezusatz im Sinne 
der Kurve A’. 
. : ; 

_ , De durch dio Kurven Bund B  a1s,°11, sengtichkeiten far die Kine- 
in Abb. 11 schematisierte Méglichkeit tix der Einstellung einer stationaren 
(Durchlaufen eines Maximums bzw. Zwischenstoff konzentration. 
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Minimums vor der Einstellung der stationiren Konzentration; ,,Ubers- 
Ziel-SchieBen“ nach v. Bertalanffy”*, ,,overshoot‘* bzw. ,,overshooting 
the mark“ nach A. C. Burton?’) findet sich besonders ausgepragt beim 
Verhalten der Fructosediphosphat-Konzentration unter aeroben und an- 
aeroben Bedingungen (vgl. Abb.8). Auch die Pyruvat-Konzentration folgt 
unter aeroben Bedingungen den Gesetzmibigkeiten der Kurve B (vg!. 
Abb. 6 und Abb. 10). Die Konzentrationsinderung des Adenosintriphos- 
phates unter anaeroben Bedingungen (vgl. Abb. 5) entspricht dem 
Kurventyp B’; jedoch sollen dié Adeninnucleotide bei der vorliegenden 
Betrachtung ausgeschlossen werden, da diese Substanzen sehr wahr- 
scheinlich nicht gleichmaBig iiber die Zellen verteilt sind** und deshalb 
die aus unseren Analysen der Gesamtzellen berechneten Konzentrationen 
(“Mol pro g Hefe) wahrscheinlich mit den wahren Konzentrationen wenig 
zu tun haben. 

Das Zustandekommen des Kurventyps A und A’ kann nach den fol- 
genden Uberlegungen ohne weiteres verstanden werden. Ist das be- 
trachtete Stoffwechselprodukt, das wir mit X bezeichnen wollen, Glied 
einer einfachen Reaktionskette, die vom Ausgangspunkt A nach folgen- 
dem Schema 


(c) (x) 
at pe, Pa os ON, 





A—B 
iiber X zum Endprodukt F fiihrt, so wird beim Ingangsetzen der Kette 
durch Zusatz von A zum Katalysatorsystem sich zuerst etwas B bilden. 
Mit der Anhaufung der Substanz B wird das C liefernde Ferment in 
Funktion treten, es wird sich C anhiufen und schlieBlich wird durch das 
Infunktiontreten des X bildenden Enzyms (das mit c bezeichnet sei) 
auch X in seiner Konzentration langsam anwachsen. Das Anwachsen 
der Konzentration von X wird so lange erfolgen, bis die Geschwindig- 
keiten der durch die Fermente c und x katalysierten Reaktionen die- 
selbe GréBe erreicht haben und damit eine konstant bleibende, ,,statio- 
nire‘‘ Konzentration von X erreicht ist. Im Falle der Brenztraubensiure 
sind die Verhiltnisse deshalb besonders iibersichtlich, weil der Umsatz 
dieser Substanz zum nichsten Zwischenprodukt auf dem Wege der 
Garung, nimlich zum Acetaldehyd, eine praktisch irreversible Reaktion 
ist, deren Geschwindigkeit demnach allein von der Brenztraubensiure- 
konzentration (bei sonst gleichen Milieubedingungen) abhingt. Der dem 
Kurventyp A in Abb. 11 entsprechende Konzentrationsverlauf von 
Brenztraubensiure nach Glucosezusatz unter anaeroben Bedingungen 
kommt demnach dadurch zustande, da8 mit dem Anlaufen der 10 Enzym- 
reaktionen, die von Glucose zu Brenztraubensiure fiihren, diese Substanz 
langsam in ihrer Konzentration anwiichst und zwar so lange, bis eine 


26 L. v. Bertalanffy, ,,Theoretische Biologie‘, II. Band: Stoffwechsel und 
Wachstun, S. 57, Verlag A. Francke AG, Bern 1951. 
27 A.C. Burton, J. cellular comparat. Physiol. 14, 327 [1939]. 
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Konzentration erreicht ist, bei der die Decarboxylierung zu Acetaldehyd 
mit derselben Geschwindigkeit erfolgt wie die Anlieferung des Pyruvats. 

Ein Kurvenverlauf, wie er in Abb. 11 unter B und B’ gekennzeichnet 
ist, kommt u. a. dann zustande, wenn nicht eine einfache Reaktionskette 
wie bei A und A’ vorliegt, sondern wenn der Umsatz des betrachteten 
Zwischenproduktes durch einen Riickkoppelungsmechanismus beeinfluBt 
wird*. Als Beispiel fiir eine solche durch Riickkoppelung gesteuerte 
Reaktionskette sind in Abb. 12 einige Glieder der Girungskette wieder- 
gegeben. Betrachten wir anhand von Abb. 12 das Zustandekommen des 
Verlaufs der Fructosediphosphat-Konzentration nach anaerobem Glucose- 
zusatz zu verarmter Hefe (vgl. Abb. 8), wie er in Kurve B von Abb. 11 
schematisiert ist. Zuerst wichst die Konzentration von FDP (TP bewegt 


PE concen ans > DPNH, 


Glucose—> —> —>f IP —!P OPGS >> >> ACA Alkohol 


Abb. 12. Garungskette mit DPN-Riickkoppelung. Abkiirzungen: FDP = Fructose- 
1.6-diphosphat, TP = Triosephosphat, DPGS = 1.3-Diphosphoglycerat, AcA = 
Acetaldehyd. 


sich immer vollig parallel dazu, da Aldolase und Isomerase mit hoher 
Aktivitit vorhanden sind) aus denselben Griinden wie beim Reaktions- 
verlauf nach Typ A in Abb. 11, da die von Glucose zu FDP fiihrende 
Reaktionskette durch successive Anhiufung der aufeinanderfolgenden 
Zwischenprodukte in Gang gesetzt wird. Das sich anstauende FDP (und 
Triosephosphat) kann nicht weiter umgesetzt werden, da das zur Ver- 
fiigung stehende DPN rasch vollstiindig hydriert ist, und deshalb oxy- 
diertes DPN fiir die Triosephosphat-Dehydrierung fehlt. Nun wird mit 
,, Verzogerung“‘, bedingt durch das successive Anlaufen der Reaktions- 
kette, die von 1.3-Diphosphoglycerinsiiure zu Acetaldehyd fiihrt und 
durch die Diffusion des Acetaldehyds aus den Zellen ins Medium, eine 
Reoxydation von DPNH und damit Lieferung der ,,riickkoppelnden 
Substanz‘‘ DPN in Gang gesetzt. Diese mit wachsender Geschwindigkeit 
stattfindende Lieferung von DPN bewirkt das Absinken der FDP-Kon- 
zentration (vgl. Abb. 8 bzw. Kurve B in Abb. 11) vom Maximum auf den 
niedrigeren stationiren Wert. DaB nach dem Durchlaufen des Maximums 
der stationire Wert asymptotisch angestrebt und eingestellt wird, ist 
ebenso wie im Falle der Kurve A auf Einstellung des Zustandes zuriick- 
zufiihren, bei dem Anlieferung und Verbrauch von FDP gleich schnell 
erfolgen. Zusammenfassend kann man also sagen, daB das Zustande- 


* Eine allgemeine Diskussion des Zustandekommens von_ ,,overshoot“ 
(Kurventyp B und B’) — jedoch ohne Beriicksichtigung des Vorliegens von Riick- 
koppelungsmechanismen — gibt A. C. Burton?’. 
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kommen des Kurventyps B (Abb. 11) im Falle des Fructosediphosphates 
auf das Vorliegen einer mit Verzégerung wirksam werdenden 
Rickkoppelung zuriickzufiihren ist. Betont mu hier werden, daB ein 
verzogertes Einsetzen des Riickkoppelungsmechanismus notwendige 
Voraussetzung ist; ist dies nicht der Fall, so beobachtet man fiir das 
betrachtete Zwischenprodukt nicht einen Kurvenverlauf nach Typ B, 
sondern nach Typ A. Ein Beispiel fiir die einfachste Art von Riick- 
koppelung ohne Verzégerung stellt eine einfache Enzymreaktion dar, bei 
der fiir den Umsatz des Substrates als ,,riickkoppelnde Substanz‘‘ das 
Enzymprotein benétigt wird. Der Umsatz des Substrates wird hier da- 
durch begrenzt, wie rasch das freie Enzym aus der Enzym-Substrat- 
Verbindung zuriickgeliefert wird : 


Enzym <--------------------------- Enzym 
Substrat sini Enzym-Substrat ome 


Bei einer derartigen Riickkoppelung, bei der keine Zwischenreaktionen 
zwischen den die riickkoppelnde Substanz liefernden Reaktionsschritt 
und den die riickkoppelnde Substanz bendtigenden Reaktionsschritt ein- 
geschaltet ist, wird man fiir den Konzentrationsverlauf des Zwischen- 
produktes nach Start der Reaktion mit Substrat eine Kurve vom Typ A 
(Abb. 11) erhalten (sofern es sich, wie im Schema angegeben, um eine 
einstufige Reaktion handelt). 

Aus der vorstehenden Betrachtung ergibt sich die Niitzlichkeit der 
Einfiihrung des Begriffes ,,Riickkoppelung‘* in reaktionskinetische Be- 
trachtungen an lebenden Zellen. Fiir die Zwecke der Biochemie kann man 
Riickkoppelung folgendermaBen definieren: ,,Regelung der Geschwindig- 
keit eines Reaktionsschrittes in einer Kette durch Riickwirkung eines 
spiter liegenden Reaktionsteilnehmers der Kette.‘‘ Je nach Art der ,, Riick- 
wirkung“ wird man dann am zweckmaBigsten zwei Typen von Riick- 
koppelung anterscheiden: 

a) ,Direkte Riickkoppelung“, bei der ein Zwischenglied oder 
Endglied einer Reaktionskette an einer friiheren Stelle der Kette stéchio- 
metrisch fiir eine Reaktion benétigt wird. Beispiele sind die Riick- 
koppelung durch DPN und ATP bei der Glykolyse oder die Riick- 
koppelung durch Oxalacetat bei der Acetyl-CoA-Oxydation iiber den 
Citronensiurecyclus. Voraussetzung fiir die ,,direkte Riickkoppelung“ 
ist, wie man sieht, das Vorliegen eines Cyclus. Dieser kann im einfachsten 
Falle darin bestehen, daB bei einer Enzymreaktion das Enzymprotein 
wieder aus der Enzym-Substrat-Verbindung freigesetzt werden mu8, um 
in einem ,,Cyclus‘“‘ von neuem eine Verbindung mit dem niachsten Sub- 
stratmolekiil eingehen zu kénnen. Wie bereits erwaihnt, ist dieser ein- 
fachste Fall einer ,,direkten Riickkoppelung“ zu unterscheiden von den 


* Zur Einfihrung des Begriffs Riickkoppelung in die Biochemie vgl. Dixon® 
und Krebs!11, §. auch H. Holzer u. A. Holldorf in W. Ruhland, Handb. 
d. Pflanzenphysiologie, Bd. XII/1, Springer-Verlag, Heidelberg, im Druck. 
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Fillen, bei denen die riickkoppelnde Substanz iiber eine Reaktionskette 
mit Verzégerung zuriickgeliefert wird, so daB eine ,,verzégerte Riick- 
koppelung‘‘ zustande kommt. 

Die Bezeichnung ,,riickkoppelnde Substanz“ fiir den Reaktions- 
partner, der durch stéchiometrische Teilnahme an einer Reaktion und 
durch eine im Cyclus erfolgende Regenerierung eine Riickkoppelung be- 
wirkt, ist naheliegend und ohne weitere Erlaiuterung verstiandlich. Bei 
den in der vorliegenden Arbeit diskutierten Fallen funktionieren DPN/ 
DPNH und das Adenylsiuresystem (Orthophosphat -+- AMP + ADP + 
ATP) als ,,riickkoppelnde Substanzen“. 

b) Von ,,indirekter Riickkoppelung* wird man dann sprechen, 
wenn ein Zwischen- oder Endglied einer Reaktionskette bei einer friiher 
liegenden Reaktionsstufe den Reaktionsablauf hemmt oder aktiviert, 
ohne stéchiometrisch bei dieser Reaktionsstufe mitzureagieren. Eine 
solche ,,indirekte Riickkoppelung“ kann u. a. durch Konkurrenz mit 
Substraten oder Coenzymen, durch Hemmung oder Aktivierung eines 
Enzyms oder durch Beeinflussung der Synthesegeschwindigkeit eines 
Enzyms erfolgen. 


II. Geschwindigkeitsbestimmender Reaktionsschritt 
der Garung 


Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen, daB nach der Induktion 
des Stoffwechsels durch Glucose-Zusatz zu verarmten Hefezellen nach- 
einander verschiedene Reaktionsschritte die geschwindigkeitsbestim- 
mende Rolle ausiiben (,,pacemaker“ nach H. A. Krebs!®!4). Die dies- 
beziiglichen Ergebnisse unserer Untersuchungen werden im folgenden 
noch einmal zusammenfassend diskutiert. 

Unter anaeroben Bedingungen ist in den ersten 60 bis 80 Sek. nach 
Glucosezusatz der Mangel an oxydiertem DPN und die dadurch bedingte 
Bremsung der Triosephosphat-Dehydrierung charakteristisch fiir die 
Stoffwechselsituation: Die Substrate der Triosephosphat-Dehydrierung 
stauen sich gleichmaBig zu immer héherer Konzentration auf (Abb. 5). 
Damit steht im Einklang, daB man durch Zusatz’ von Acetaldehyd 
(Abb. 7) den Aufstau von Dihydroxyacetonphosphat und Fructose- 
diphosphat verhindern kann, und da’ durch Zusatz von Alkohol der 
Aufstau dieser Zwischenstoffe noch mehr verstirkt wird. Da durch die 
gebremste Triosephosphat-Dehydrierung nur wenig iiberschiissiges ATP 
gebildet wird, stellt sich in dieser ersten Phase der anaeroben Gairung 
eine sehr niedrige stationire ATP-Konzentration ein (vgl. Abb. 1 und 5). 
Die mangelhafte Dehydrierung von Triosephosphat diirfte daher tiber 
die geringe ATP-Konzentration eine verlangsamte Phosphorylierung von 
Glucose verursachen. Nach der 60. bis 80. Sek. hat sich geniigend Acet- 
aldehyd angesammelt, um den Wasserstoff vom DPNH iibernehmen zu 
kénnen: Jetzt hért der Aufstau der Substrate der Triosephosphat-Dehy- 
drierung auf, und es wird geniigend iiberschiissiges ATP gebildet, um 
eine héhere stationire ATP-Konzentration einzustellen. Vermutlich be- 
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ginnt nach dieser Ubergangsphase (etwa von der 70. bis zur 120. Sek.) 
die inzwischen auf ein tiefes stationiires Niveau abgefallene Orthophos- 
phat-Konzentration (vgl. Abb. 2) eine geschwindigkeitsbestimmence 
Rolle zu spielen. Damit diirfte der stationire Dauerzustand fiir den an- 
aeroben Glucoseumsatz erreicht sein. Dieser wird dann wahrend der 
stationéren Girung bis zum Verbrauch der Glucose mit wenig Verin- 
derung aufrechterhalten. 

Unter aeroben Bedingungen spielt sich der Ubergang von einer ge- 
schwindigkeitsbestimmenden Reaktionsstufe zur anderen rascher ab 
als unter anaeroben Bedingungen. In den ersten 20 bis 25 Sek. findet eine 
intensive Anhiufung von Triosephosphat und i*ructosediphosphat und 
parallel dazu von Brenztraubensiure statt (vgl. Abb. 6). Demnach diirfte 
in diesem Zeitabschnitt die Triosephosphat-Dehydrierung dem Angebot 
an Triosephosphat nicht gewachsen sein; jedoch flieBt trotzdem weit 
mehr Zucker durch die Triosephosphat-Dehydrierung als unter anaeroben 
Bedingungen, so daB es zu dem markanten Aufstau von Pyruvat kommt. 
Dieser demonstriert, daB in dem zur Diskussion stehenden Zeitabschnitt 
neben der Triosephosphat-Dehydrierung auch die Pyruvat-Decarboxy- 
lierung einen Engpa® der Reaktionsfolge darstellt. Der aerob in den 
ersten 20 Sek. gegeniiber anaeroben Bedingungen wesentlich starkere 
DurchfluB von Zucker durch die Triosephosphat-Dehydrierung ist ohne 
weiteres verstiindlich: Es steht mehr oxydiertes DPN zur Verfiigung, da 
DPNH an der Atmungskette unter aeroben Bedingungen rasch reoxy- 
diert wird. Jedoch geniigt die Reoxydation von DPNH iiber die Kette 
der Atmungsenzyme nicht, um eine Dehydrierung des gesamten Angebots 
an Triosephosphat zu erméglichen, da man auch aerob einen kurz- 
fristigen Triosephosphat-Aufstau beobachtet (vgl. Abb. 6). Betrachtet 
man die Q-Werte fiir Atmung und Giirung der von uns verwendeten 
Bickerhefezellen (vgl. 1. c.5, Tab. 2, S. 388, Stamm M), so sieht man, 
daB tatsichlich die Atmungskapazitit nicht ausreichen wirde, um 
das bei anaerober Garung anfallende DPNH zu reoxydieren, selbst wenn 
man annimmt, daB die gesamte Kapazitit zum O,-Verbrauch fiir die 
Triosephosphat-Dehydrierung ausgeniitzt werden kann. Ein weiteres 
starkes Argument dafiir, daB der aerobe Aufstau von Triosephosphat 
ebenso wie der anaerobe Aufstau durch DPN-Mangel bewirkt wird, ist 
ein Versuch (vgl. Abb. 9), wonach der aerobe Fructosediphosphat-Aufstau 
ebenso wie der anaerobe (vgl. Abb. 7) durch Zusatz von Acetaldehyd 
aufgehoben werden kann. 

Unter aeroben Bedingungen diirften demnach folgende geschwindig- 
keitsbestimmende Reaktionen nacheinander wirksam werden: Bis zur 
20. Sek. nach Glucose-Zusatz liegt bei der Triosephosphat-Dehydrierung 
durch Mangel an oxydiertem DPN eine geringe Hemmung vor, der 
markanteste EngpaB befindet sich jedoch bei der Pyruvat-Decarboxy- 
lase, die dem enormen ZufluB an Pyruvat nicht gewachsen ist. Nach der 
20. Sek. beginnt sich der Mangel an Orthophosphat bemerkbar zu machen 
und bei der Stufe der Triosephosphat-Dehydrierung den Durchflu8 der 
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Glucose zu begrenzen. Dadurch kommt es zu einer Verringerung des 
Pyruvat-Angebotes und damit zum Aufhéren der geschwindigkeits- 
begrenzenden Rolle der Pyruvat-Decarboxylase. 

Zwar handelt es sich bei den vorstehend diskutierten Zusammen- 
hingen lediglich um ein informatives Bild, dem noch viele experimentelle 
Belege fehleu. Jedoch scheint uns die Weiterverfolgung der geschilderten 
Zusammenhinge lohnenswert, da sich weitere Einblicke in enzymatische 
Regulationsmechanismen bei lebenden Zellen ergeben diirften. 

AbschlieBend noch eine Bemerkung zur Frage des ,,geschwindigkeits- 
bestimmenden“ Reaktionsschrittes. Bezeichnet man ein Enzymprotein 
dann als ,,geschwindigkeitsbegrenzend* fiir eine Kette, wenn es bis zu 
seiner maximalen Durchsatzkapazitat ausgelastet ist, so da weder Milieu- 
inderungen noch Anderungen der Substratkonzentrationen eine Umsatz- 
steigerung bewirken kénnen, so wird kein Enzym der Girungskette bei 
der stationiren Giarung als ,,geschwindigkeitsbegrenzend“ bezeichnet 
werden kénnen. Bezeichnet man jedoch (was uns zweckmaB8iger erscheint) 
ein Enzym dann als ,,geschwindigkeitsbegrenzend“ fiir eine Reaktions- 
kette, wenn Anderungen des Durchsatzes an dem betrachteten 
Enzym eine gleichsinnige Anderung des Durchsatzes der 
Gesamtreaktionskette bewirken, dann sind die ,,geschwindigkeits- 
begrenzenden‘‘ Enzyme identisch mit denjenigen Enzymen, an denen 
Steuerungsmechanismen eingreifen kénnen, also mit den ,,pacemakers‘‘ 
nach H. A. Krebs!®11. In der vorliegenden Arbeit wird die letztgenannte 
Definition des Begriffes ,,geschwindigkeitsbestimmend“ beniitzt. 

Liegt ein stationires System vor, d. h. ein ,,FlieBgleichgewicht“‘, das 
ohne Konzentrationsinderung der beteiligten Reaktionspartner aufrecht- 
erhalten wird, so erscheint es uns nicht méglich, hier einem einzigen Re- 
aktionsschritt die ,,geschwindigkeitsbestimmende“ Rolle zuzuschreiben. 
Im Falle der stationiren alkoholischen Giirung beispielsweise sind nicht 
nur eine, sondern mehrere der 12 Zwischenreaktionen so eingespielt, daB 
eine Veriinderung der Reaktionsgeschwindigkeit sofort auch eine Ver- 
inderung der Gesamtreaktion, d. h. der Girungsgr6Be, bewirken wiirde. 
All diesen Reaktionsschritten kann und muB demnach-eine ,,geschwindig- 
keitsbegrenzende“ Rolle zugeschrieben werden. Auf Grund der in dieser 
Arbeit vorgelegten Untersuchungen kénnen wir als Beispiele fiir limi- 
tierende Teilreaktionen der Girung nennen: die Hexokinase- und 
Phosphofructokinase-Reaktion (bei denen eine Veranderung der ATP- 
Konzentration sofort eine Verinderung des Glucoseverbrauches bewirken 
wiirde, da beide Enzyme nur partiell mit ATP gesittigt sind‘), die Triose- 
phosphatdehydrogenase-Reaktion, die Pyruvatdecarboxylase-Reaktion 
(siehe dazu auch I. c.28) und eventuell auch die Pyruvatkinase-Reaktion. 
Bei all diesen Reaktionsstufen liegen die Reaktionsteilnehmer bei der 
stationaren Garung in derartigen Konzentrationen vor, daB eine Konzen- 
trationsinderung auch eine Anderung der Garungsgré£e bewirken wiirde, 


28 W. E. Trevelyan u. J.S. Harrison, Biochem. J. 57, 556 [1954]. 
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Helmut Holzer u. Regula Freytag-Hilf, 


oder daB eine Anderung der Aktivitit der genannten Enzyme eine 
Anderung der GarungsgréBe bewirken wiirde. Die genannten Reaktionen 
sind demnach ,,geschwindigkeitsbegrenzend an der stationéren Garung 
beteiligt. 

Neben diesen ,,geschwindigkeitsbegrenzenden“‘ Reaktionsschritten 
kann man bei der alkoholischen Garung gewisse Reaktionsstufen als 
,nicht-geschwindigkeitsbegrenzend“ festlegen. Dies betrifft auf 
Grund der vorliegenden Untersuchungen die Aldolase-Reaktion und aut 
Grund von Untersuchungen von Trevelyan und Mitarbeitern?® die 
Hexosemonophosphatisomerase-Reaktion und die Phosphoglyceratmu- 
tase-Reaktion. Die Reaktionspartner dieser Zwischenstufen der alko- 
holischen Garung befinden sich im thermodynamisch bedingten Gleich- 
gewicht oder sind zumindest nicht weit davon entfernt. Eine nicht zu 
groBeVeranderung der Aktivitat der beteiligten ,,Gleichgewichtsenzyme‘ 
wird sich demnach nicht auf die Girungsgré8e auswirken. Vergleicht man 
den Ablauf der alkoholischen Girung mit dem Lauf eines Flusses von 
hohem zu niedrigem Niveau, so sind die Reaktionsstufen, die man als 
, geschwindigkeitsbegrenzend“ bezeichnen kann, mit Wasserfillen beim 
Lauf des Flusses zu vergleichen, wihrend die ,,nicht-geschwindigkeits- 
begrenzenden“, durch ,,Gleichgewichtsenzyme“ katalysierten Reaktions- 
stufen mit Seen zu vergleichen sind, die von dem Flu8 durchstrémt 
werden. . 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Ubergang zwischen zwei 
stationiren Zustinden durch Verainderungen von Substrat- bzw. Meta- 
bolitkonzentrationen bewirkt: Zusatz von Glucose bzw. Anderung von 
DPN, DPNH, Orthophosphat, ADP und ATP durch Ubergang von 
anaeroben zu aeroben Bedingungen. Derartige EinfluBnahmen kénnen 
sich an allen Reaktionsschritten der Girungskette regelnd auswirken. 
Wiirde jedoch durch einen Eingriff die Aktivitit oder die Konzentration 
eines Enzymproteins verandert, so miiBte sich der Unterschied zwischen 
, Schrittmacherenzym“ und ,,Gleichgewichtsenzym“ deutlich zuerkennen 
geben: Nur die Anderung der Aktivitiit oder Konzentration von ,,Schritt- 
macherenzymen“ kann einen Einflu8 auf den Ablauf der Gesamtreaktions- 
kette ausiiben; die Beeinflussung der Aktivitaét von ,,Gleichgewichts- 
enzymen“ wird fiir den Gesamtablauf der Kette bedeutungslos sein. Hat 
man Enzymsysteme vorliegen, bei denen eine iibersichtliche Beeinflussung 
der Aktivitaten einzelner Enzyme méglich ist, so kann durch Beeinflussung 
der Aktivitat oder Anderung der Konzentration eines Enzyms und Priifung 
einer eventuellen Anderung der Gré&e der Gesamtreaktion leicht erkannt 
werden, ob es sich um ,,Schrittmacherenzyme‘ oder ,,Gleichgewichts- 
enzyme“ handelt. 


29 W. E. Trevelyan, P. F. E. Mann u. J.S. Harrison, Arch. Biochem. 
Biophysics 50, 81 [1954]. 
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III. Beteiligung von Orthophosphat an der Regulation 
des Glucoseumsatzes (Pasteur-Effekt) 


Von Lynen® und Johnson wurde die Theorie aufgestellt, daB 
Orthophosphat und ADP bei der Dehydrierung von Phosphoglycerin- 
aldehyd zu Phosphoglycerinsiure die Geschwindigkeit der Girung be- 
grenzen und damit den Pasteur-Effekt bewirken. In der Zwischenzeit ist 
diese Theorie durch viele Befunde aus verschiedensten Laboratorien 
weiter gestiitzt worden. Eine hiufig diskutierte Frage ist, ob der aerobe 
Kohlenhydratumsatz bei der Triosephosphat-Dehydrierung durch das 
mangelhafte Angebot von Orthophosphat oder von ADP oder von beiden 
begrenzt wird. Wir kénnen auf Grund der vorliegenden Versuche nichts 
iiber eine geschwindigkeitsbestimmende Beteiligung der ADP-Konzen- 
tration aussagen, jedoch liefern unsere Befunde weitere Hinweise dafiir, 
daB die Orthophosphat-Konzentration an der Regulation des Kohlen- 
hydratumsatzes beteiligt ist. Man ersieht dies daraus, daB in dem Zeit- 
punkt, in dem die Orthophosphatkonzentration unter anaeroben und 
unter aeroben Bedingungen von ihrem anfanglich raschen Abfall auf eine 
konstant bleibende, stationire Konzentration umbiegt (vgl. Abb. 2), auf- 
fillige und charakteristische Veriinderungen der Konzentrationen an 
Zwischenprodukten des Kohlenhydratabbaues stattfinden: Unter an- 
aeroben Bedingungen erfolgt in dem zur Diskussion stehenden Zeitpunkt 
(100. bis 130. Sek.) das Aufhéren des Absinkens der Fructosediphosphat- 
Konzentration und damit die Einstellung des stationiren Wertes (vgl. 
Abb. 8); unter aeroben Bedingungen erfolgt etwa in der 30. Sek. ein 
(durch Zusatz von Acetaldehyd gemaB Abb. 9 zu verhinderndes) Absinken 
der vorher auf einen extrem hohen Wert gestiegenen Pyruvat-Konzen- 
tration (vgl. Abb. 10) als Ausdruck fiir eine Verlangsamung der Pyruvat- 
anlieferung. Beide charakteristischen Konzentrationsinderungen werden 
ausgelést durch das Einsetzen der ,,Orthophosphatbremse“, d. h. einer 
die Geschwindigkeit der Triosephosphat-Dehydrierung begrenzenden 
Funktion des Orthophosphates in lebenden Hefezellen. 


Zusammenfassung 

1. Die nach Zusatz von Glucose zu verarmten Hefezellen unter 
aeroben und anaeroben Bedingungen stattfindenden Verinderungen de1 
Konzentrationen von Orthophosphat, ADP, ATP, Fructosediphosphat, 
Dihydroxyacetonphosphat und Pyruvat wurden gemessen. 

2. Bei 20° finden innerhalb der ersten 2 Min. nach Glucosezusatz 
rasche Veriinderungen der Metabolit-Konzentrationen statt, nach diesem 
Zeitabschnitt wird ein stationirer Zustand erreicht, bei dem nur gering- 
fiigige weitere Konzentrationsinderungen erfolgen. 

3. Zwei charakteristische Verlaufstypen der Anderung von Zwischen- 
stoff-Konzentrationen beim Ubergang vom verarmten Zustand zum 
Glucose oxydierenden bzw. vergirenden Zustand wurden beobachtet: 
a) Anderung von Zwischenstoff-Konzentrationen in einer Richtung bis 
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zur asymptotischen Annaherung an die neue stationaire Konzentration, 
b) Durchlaufen eines Maximums bzw. eines Minimums vor der asyn- 
ptotischen Annaherung an die neue stationire Konzentration (,,iibers 
Ziel schieBen“, ,,.overshooting the mark’*’). 

4. Die Griinde fiir das Zustandekommen der beiden genannten Ver- 
laufstypen werden generell diskutiert und speziell fiir die in der vor- 
liegenden Arbeit studierten Zwischenprodukte behandelt. Hierbei wird 
besonders auf die Bedeutung von ,,Riickkoppelungsmechanismen“ hin- 
gewiesen. 

5. Die geschwindigkeitsbestimmenden Reaktionsschritte der Garung 
(pacemaker) werden unter besonderer Beriicksichtigung der die Triose- 
phosphat-Dehydrierung regulierenden Wirkung von Orthophosphat 
diskutiert. 

Summary 


1. The changes in the concentration of orthophosphate, ADP, ATP, 
fructose diphosphate, dihydroxyacetone phosphate, and pyruvate, which 
take place after the addition of glucose to starved yeast cells under 
aerobic as well as anaerobic conditions, have been measured. 

2. At 20° C, within the first 2 minutes after the addition of glucose, 
rapid changes in the metabolite concentration take place. After this period 
a steady staté is attained, which is accompanied by only small further 
changes in concentration. 

3. Two characteristic curve types have been observed with respect 
to the change of metabolite concentrations during the transition from 
the starved. state to the glucose-metabolizing state: 

a) the metabolite concentration changes in one direction until the new 
steady state concentration is approached asymptotically, 

b) a maximum or minimum is passed prior to the asymptotic approach 
to the new steady state concentration (,,overshooting the mark*“‘). 

4. The reasons for the formation of the above-mentioned curve types 
have been discussed in general as well as with respect to the metabolites 
studied in the present paper. The significance of feed-back mechanisms 
is stressed in particular. 

5. The pace-makers of fermentation have been discussed with special 
regard to the regulative action of orthophosphate upon the dehydro- 
genation of triosephosphate. 
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Uber die C,,-Polyensauren des Heringséls 
Von 
E. Klenk und H. Steinbach 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr.h.c. St. Goldschmidt zu seinem 70. Geburtstag gewidmet 


Das Vorkommen von C,,-Polyensiuren in Fischélen ist schon lange 
bekannt. Nach Toyama und Mitarbeitern! sowie Tutiya? findet sich 
darunter eine Tetraensiure. 1954 erhielten Hahn und Silk? aus afri- 
kanischem Sardinenél A*-*-!2-15.Hexadecatetraensiure. Nachdem schon 
ein Jahr friiher* gezeigt worden war, da8B die Polyensauren der Fischdéle 
im Gegensatz zu den bis dahin vorliegenden Befunden Divinylmethan- 
struktur besitzen, haben Silk und Hahn damit erstmals eine wohl 
charakterisierte Saiure dieser Art in den Fischélen aufgefunden. 

Im AnschluB an unsere Untersuchung der C,,- und C,.-Polyensauren 
des Heringséls, iiber welche bereits berichtet wurde®*®, haben wir nun 
auch eine entsprechende Untersuchung der C,,-Polyensiuren durch- 
gefiihrt. Soeben erschien eine Arbeit von Stoffel und Ahrens’ iiber 
die C,,-Polyensiuren des Menhadendls, die im wesentlichen zu dem- 
selben Ergebnis gefiihrt hat wie die vorliegende Untersuchung. Offen- 
sichtlich sind die hier angetroffenen C,,-Polyensauren fiir die meisten 
Fischéle typisch, und es scheinen bei Olen verschiedener Herkunft nur 
gewisse Unterschiede in quantitativer Hinsicht zu bestehen. 

Zur Isolierung der C,,-Polyensauren sind wir in der iiblichen Weise 
vorgegangen und haben aus der durch Tiefkiihlkristallisation erhaltenen 
Fraktion der hochungesattigten Fettsiuren die C,,-Saiuren durch scharfe 
fraktionierte Vakuumdestillation der Ester abgetrennt. Durch anschlie- 
Bende Gegenstromverteilung der freien Siuren wurden vier Siurefrak- 
tionen erhalten, deren Hydrierungsprodukte sich als reine Palmitinsaiure 
erwiesen und bei welchen es sich nach den UV-Spektren der alkaliisomeri- 
sierten Proben um Monoen-, Dien-, Trien- und Tetraensiuren handelte. 


1 Y. Toyama u. T. Tsuchiya, Bull. chem. Soc. Japan 10, 192 [1935]. 

2 T. Tutiya, J. chem. Soc. Japan 61, 1188 [1940]; 62, 10 [1941]. 

3M. H. Silk u. H. H. Hahn, Biochem. J. 57, 582 [1954]. 

4 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 292, 51 [1953]; E. Klenk, Internat. 
Conference on Biochem. Problems of Lipids, Koninklijke Vlaamse Academie voor 
Wetenschappen, Letteren en Schone Kunsten van Belgie, S. 33, Briissel 1953. 

5 E. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 307, 272 [1957]. 

6 E. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 310, 153 [1958]. 

7 W. Stoffel u. E. H. Ahrens jr., J. Amer. chem. Soc. 80, 6604 [1958]. 
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Es zeig‘e sich, daB auf diesem Wege eine glatte und praktisch quantitative 
Trennung in die Séiuren von verschiedenem Ungesittigtheitsgrade erzielt 
werden konnte. 

Zur Konstitutionsaufklirung wurde bei allen vier Saéurefraktionen 
der Ozonidabbau durchgefiihrt und zwar bestimmte man die beim oxy- 
dativen Abbau® auftretenden Dicarbonsiuren wie auch die beim reduk. 
tiven Abbau® entstehenden einfachen Aldehyde in Form der 2.4-Dinitro. 
phenylhydrazone durch chromatographische Analyse. Das Ergebnis ist 
in Tab. 1 und 2 zusammengestellt. 


Tab. 1. Oxydativer Ozonidabbau der C,,-Polyenséuren. Menge der Abbaudicarbon- 
siuren in Mol pro Mol Polyensaéuren.* 























Tetraensaure| Triensiure Diensaure Monoen- 
saure 
freie freie freie freie 
Saure Ester Saure Ester Saure Ester Saure 
Malonséure (C,;) . . . | 1,51 | 1,37 | 0,83 | 0,75 0,23 0,40 
Bernsteinséure (Cy) . | 0,18 | 0,06 
Adipinséure (C,) . . | 0,69 0,70 0,14 0,10 
Pimelinsaéure (C,) . . 0,11 0,07 0,06 
Azelainsiure (Cy) . . 0,06 0,52 0,69 











* Werte unter-0,05 Mol sind in dieser Tabelle nicht aufgenommen, 


Tab. 2. Redukiiver Ozonidabbau der C,,-Polyensiuren. Menge der Aldehyde in Mol 
pro Mol Polyensauren. 























. Tetraen- | Trien- Dien- Monoen- 

saure saure saure saure 

Formaldehyd (Cj) ....... 0,62 0,08 

Acetaldehyd (C,)* ........ 1,09 0,30 0,16 

Propionaldehyd (C;)....... 0,08 0,06 

Butyraldehyd (C,). ....... 0,54 0,42 

Capronaldehyd (C,) ....... 0,03 0,06 

Onanthaldehyd (C;)....... 0,16 0,45 

Pelargonaldehyd (C,). ...... 0,04 0,06 

Caprinaldehyd (Cjp) .. . 1... 0,05 

Laurinaldehyd (Cj) ....... 0,07 


* Entsteht wahrscheinlich aus Malondialdehyd als sek. Zersetzungsprodukt. 


Wie Tab. | zeigt, ist aus allen drei Polyensiurefraktionen beim oxy- 








dativen Ozonidabbau der Ester als einzige freie Dicarbonsiure Malon- 
siure erhalten worden. Die Ausbeute stimmt befriedigend iiberein mit der | 
Menge der aus den freien Polyensiuren gewonnenen Malonsiure. Im Fall 

der Diensiure ist aus dem Ester sogar noch wesentlich mehr Malonsiiure | 
—_—— 
8 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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erhalten worden als aus der freien Siure. Damit ist der Beweis fiir die 
Divinylmethanstruktur der hier vorliegenden C,,-Polyensaiuren erbracht. 

Da mit Ausnahme der Malonsiure alle iibrigen Dicarbonséuren von 
dem Carboxylende der ungesattigten Siuren stammen, ergibt sich fiir 
jede der C,,-Saiurefraktionen die in Tab. 3 enthaltene Zusammensetzung. 
Bei dieser Zusammenstellung sind Abbaudicarbonsiuren, die sich in 
weniger als 0,05 Mol pro Mol Fettsiure vorfanden, nicht weiter be- 
riicksichtigt worden. Die Méglichkeit ist nicht auszuschlieBen, daB jede 
dieser Fettsiurefraktionen als Verunreinigung noch kleinere Mengen nicht 
niher charakterisierter Siuren von anderem Ungesittigtheitsgrad und 
anderer Kettenlinge enthalt, so da8 eine Zuordnung dieser nur in kleinen 
Mengen nachgewiesenen Dicarbonsiuren zu einer bestimmten unge- 
sittigten Fettsiure nicht geniigend begriindet werden kénnte. 


Tab. 3. Zusammensetzung der isolierten C,,-Fettsiurefraktionen*. 





Haupt- Begleitfettsauren 


bestandteil 1 2 3 








Lage der |Menge | Lage der |Menge | Lage der |Menge | Lage der | Menge 
Doppelb.| % | Doppelb.| % | Doppelb.| % | Doppelb.| % 














Tetraen- A6-9-12-15] 70 47-10-13 20 
saure 


Trien- A6-9-12 70 A4:7-10 6 7-10-13 ll Ao-12-15 6 
siure 


oo avez | 52 | ave | aa | amo | 7 


sdure 


Monoen-} js 70 As 10 A 6 
saure 


























* Die hier angegebenen Zahlen sind Mindestwerte. 


Abb. 1 zeigt die UV-Spektren des Polyensiuregemisches und der 
daraus erhaltenen-Fraktionen verschiedenen Ungesittigtheitsgrades vor 
und nach der Alkaliisomerisierung. Die IR-Spektren dieser Fraktionen 
sind in Abb. 2 dargestellt. Die stark ausgeprigte Bande bei 10u im Falle 
der Tetraensiurefraktion (Abb. 2a) ist durch die endstindige Vinylgruppe 
der Hauptkomponente verursacht. Bei der Triensaurefraktion (b) ist diese 
Bande nur mehr sehr schwach, in den beiden iibrigen Fraktionen gar nicht 
mehr vorhanden. 

Unsere Untersuchungen®!® iiber die C,5- und C,,-Polyensiuren der 
Organphosphatide der Warmbliiter haben ergeben, daB sie alle dem O1., 
Linol- und Linolensiuretyp angehéren, d. h. daB sich bei ihnen die erste 


® E.Klenku. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]; E.Klenku. F. Lindlar, 
diese Z. 299, 74 [1955]; E. Klenk u. A. Dreike, diese Z. 300, 113 [1955]; E. Klenk 
u. W. Montag, Liebigs Ann. Chem. 604, 4 [1957]; J. Neurochemistry 2, 226 [1958]; 
2, 233 [1958]; E. Klenk u. H. J. Tomuschat, diese Z. 308, 165 [1957]. 

10 K. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 301, 156 [1955]. 
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Doppelbindung, von der endstiandigen Methylgruppe aus gerechnet, an 
derselben Stelle wie in einer dieser drei C,,-Fettsiuren befindet. Dasselbe 
gilt, soweit bis jetzt bekannt, auch fiir die C,,-, C.9- und C,,-Polyensauren 
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Abb. 1. UV-Spektren des C,,-Polyensaure- 

gemisches (a) und der daraus erhaltenen 

Tetraen- (b), Trien- (c) bzw. Diensaure- 

fraktion (d) vor (- - -) und nach (—) der 

Alkaliisomerisierung (8 Min. isomerisiert 
in 21 proz. KOH-Gykol bei 180°). 


der Fischéle*-¢1!, Es besteht nur 
insofern ein Unterschied, als hier 
die Polyensiuren vom Linolen- 
siuretyp sehr stark iiberwiegen®, 
wihrend bei den Organphospha- 
tiden der Warmbliiter neben den 
letzteren auch die vom Linol- 
siuretyp (z. B. Arachidonsaure) 
in reichlichen Mengen vorkom- 
men. 

Wie nun die vorliegenden 
Befunde zeigen, finden sich 
unter den C,,-Polyensiuren des 
Heringséls ebenfalls Séuren die- 
ser drei Typen (44-7+10-13.Tetraen- 
siure, A44-7-10. ynd 47-1-13.Trien- 
siure sowie A7-!°.Diensiure). Sie 
kommen allerdings nur in ver- 
haltnismaBig kleinen, aber noch 
nachweisbaren Mengen vor. Die 
Hauptmenge der (,,-Polyen- 
siuren wird jedoch von einem, 
bei den Cyg-, Cyo- und Cy9-Polyen- 
siuren fehlenden, neuen Typ 
(A 6-9.12-15_Tetraensaure, A 6.9.12. 
und A%12-15.Triensdure, sowie 
A®*. und A*12-Diensiure) gebil- 
det, welchen man sich von den 
entsprechenden C,,-Polyensiuren 
des Ol-, Linol- und Linolensiure- 
typs durch Verkiirzung der 
Kohlenstoffkette auf der Seite 
des Methylendes entstanden den- 
ken kann. So kénnten z. B. die 
beiden im Herings6l vorkommen- 
den A4+7-10613_ und A 6-9.12.15_ 
Hexadecatetraensduren als Ab- 
bauprodukte der ebenfalls im 


Heringsél vorkommenden A**!2-15.Octadecatetraensiure® aufgefaBt 
werden, wobei im einen Fall die Verkiirzung der Kohlenstoffkette nach 
der Regel der £-Oxydation am Carboxylende, im anderen Fall dagegen 








11 EK. Klenk u. D. Eberhagen, diese Z. 307, 42 [1957]. 
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Abb. 2. IR-Spektren der C,.-Polyensiurefraktionen: a) Tetraen-, b) Trien-, c) Dien- 
und d) Monoensaurefraktion. Die Spektren wurden als Filme von 25, Dicke 


aufgenommen. 
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am Methylende erfolgen wiirde. Etwas weniger wahrscheinlich erscheint 
die andere Méglichkeit, daB bei den Fischen die C,,- und C,,-Polyen- 
siuren aus den entsprechenden gesiittigten Fettsiuren entstehen und 
daB hier Fermentsysteme vorhanden sind, durch welche mehr als eine 
Doppelbindung eingefiihrt und die erste dieser Doppelbindungen :n 
A’. bzw. A®-Stellung dirigiert wird. Auch die Zufuhr der einen oder 
anderen dieser C,,-Polyensiuren mit der Nahrung mu8 in Betracht 
gezogen werden. 

Unter den Monoensiuren wurde als Hauptbestandteil die altbe- 
kannte, in allen Fischélen vorkommende Palmitoleinsiure (4°-Hexa- 
decensiure) angetroffen. Auch bei den nur in kleineren Mengen vor- 
kommenden isomeren C,,-Monoensiuren entspricht die Stellung der 
Doppelbindungen derjenigen der C,,-Polyensiuren. 

Die auf verschiedene Weise ermittelte Zusammensetzung des unter. 
suchten C,,-Polyensiuregemisches ergab gut iibereinstimmende Werte 
(C,,-Monoensauren 64%, C,,-Diensiiuren 14%, C,,-Triensiuren 7%, C,,- 
Tetraensiuren 15%). Klenk und Brockerhoff® fanden in der Fraktion 
der hochungesittigten Fettsiuren des Heringséls 9,5°% C,,-Sauren, auf 
welche sich die einzelnen Fraktionen demnach in folgender Weise verteilen: 

Monoensiuren 6,1%, Diensiuren 1,3%, Triensiuren 0,7°% und 
Tetraensiuren 1,4%. 


Beschreibung der Versuche 


I. Gewinnung der C,,-Polyensaurefraktionen 
Als Ausgangsmaterial diente ein von der Firma A/S Johan C. Martens u. Co., 
Bergen, freundlicherweise zur Verfiigung gestelltes norwegisches Heringsél (Jod- 
zah] 12812). Die Methylester von 245 g (Jodzahl 283) hochungesattigter Fettsauren, 


Tab. 4. Fraktionierte Vakuumdestillation der hochungesattigten Fettsiure- 
methylester. 

















hydrierte Sauren 
Heizbad- PF Rol j “ 
temper. Sdp.i0-« | Menge i ohprod. umkrist. 
’ ~ Aquiv.- 
oC 00 g Schmp. Schmp. came 
1 195 4246 4,7 
2 196 46—65 5,0 
3 196 65 2,4 157 61,0 62,3** 256 
4 198 65 3,8 156 61,3 62,4** 257 
5 198 65 2,7 158 61,3 62,2** 257 
6 198 65 1,9 157 61,2 62,1** 257 
7 198 65—70 4,4 155 61,2 62,1** 256 
8 202 70 4,8 
9 208 70—80 4,7 




















* (y,H-,0, Aquiv.-Gew. ber. 256,4. 
** Die Sauren gaben mit Palmitinsiure (Schmp. 62,5°) keine Schmelzpunktsdepression. 


12 Bestimmt nach K.W.Rosenmund u. W.Kuhnhenn, Z. Unters. 
Nahrungs-.u. GenuBmittel 46, 154 [1923]. 
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die nach der friiher beschriebenen Methode!! aus 1420g Heringsél gewonnen 
worden waren, wurden mit Hilfe einer 75 cm hohen Kolonne, die mit kleinen Draht- 
netzsatteln gefillt und mit einem versilberten Vakuummantel isoliert war, bei 
10-4 Torr fraktioniert destilliert (Tab. 4). 

Die Destillationsgeschwindigkeit wurde so eingestellt, daB man pro Stunde 
2—3 g Destillat gewann, wahrend die RiickfluBgeschwindigkeit etwa 5—10mal 
so groB war. 

Wie der Tab. 4 zu entnehmen ist, handelt es sich bei den Fraktionen 3—7 um 
(,,-Sauren. Um Verunreinigungen mit Séuren anderer Kettenlange mdglichst) aus- 
zuschlieBen, kamen nur die vereinigten Frakt. 4 und 5 zur weiteren Verarbeitung. 
Abb. la zeigt die UV-Spektren dieses Polyenséuregemisches nach der Alkali- 
isomerisierung. 

AnschlieBend wurden 5,81 g der aus Frakt. 4 und 5 gewonnenen freien Sauren 
durch Gegenstromverteilung in der iiblichen Weise!® in die C,,-Sdurefraktionen 
verschiedener Ungesattigtheit zerlegt. Abb. 3 zeigt die Verteilungskurve und Tab. 5 
die aus den Fraktionen durch Abdampfen des Liésungsmittels gewonnenen Sub- 
stanzmengen. 








Monoensaure 
i 10 
LT 
Abb. 3. Verteilungskurve des C,,- = S 
Polyensdiuregemisches. Lésungs- aS as 
mittel: n-Heptan als Oberphase, 
Acetonitril/Eisessig/Methanol Loelioe Sian 
1:1:1 als Unterphase. Ordinate: Diskin 
Bromverbrauch von 5 cm* jeder 
vies ca "io 20 30 <0” sto 6070 
Fraktionen —— 


Tab. 5. Menge der durch Gegenstromverteilung erhaltenen C,,-Saurefraktionen in g. 














1 40 200 310 380 460 475 500 590 605 650 700 I 
bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis bis =} 
39 199 309 379 459 474 499 589 604 649 699 800 = 
Tetraen- 
siiure 0,010 | 0,681 | 0,185 0,876 
Trien- 
siiure 0,154 | 0,254 | 0,008 4 0,416 
Dien- 
siiure | 0,045 | 0,654 | 0,057 0,756 
Monoen- 
siiure | 0,652 | 2,412 | 0,354] 3,418 









































II. Die Hexadecatetraensaurefraktion 


Zur Untersuchung kamen die vereinigten Frakt. 40—199. 0,681 g; leicht be- 
wegliches, schwach gelbes Ol. Jodzahl 356 (365)* (C,,H,,O, ber. Jodz. 408,7). 
Das Hydrierungsprodukt schmolz bei 61,4° (nicht umkrist.) und verhielt sich 
papierchromatographisch wie reine Palmitinsaure. 

Oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der (a) aus 11,39 mg 
Tetraenséure und (b) aus 11,16 mg Methylester wie iiblich® erhaltenen Abbau- 
dicarbonsauren zeigen die Abb. 4 und 5. 








* Die Methode gibt bekanntlich fiir Polyensiuren zu niedrige Werte. 
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Abb. 4. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der C,,-Tetraensaiurefraktion 
(11,39 mg) mit Saéule D*. Folgende Angaben in Mol/Mol Tetraensaure. 1% (Frakt. 
1—24):0,62 cm* 0,01 n NaOH, gef. 0,07 Mol Adipinsiure und Spur Bernstein- 
siure. — 3% (Frakt. 25—56) :5,36 cm* 0,01 » NaOH, gef. 0,58 Mol Adipinsaure. — 
5% (Frakt. 57—76):0,84 cm* 0,01 n NaOH, gef. 0,09 Mol Adipin- und Glutarsaure 
(Papierchromatographisch wurden etwa gleich groBe Mengen gefunden). — 10% 
(Frakt. 77—95): 1,57 cm® 0,01n NaOH, gef. 0,17 Mol Bernsteinsiure; (Frakt. 
96—115):13,7 cm® 0,01 n NaOH, gef. 1,51 Mol Malonsaure.* 


37), 298 


i Abb. 5. Chromatogramm der Abbau- 
5 siuren der C,,-Tetraensiuremethyl- 
neem ester (11,16 mg) mit Saule D. Fol- 
gende Angaben in Mol/Mol Methyl- 
ester. 1% (Frakt. 1—21): 4,05 cm* 
0,01n NaOH, gef. 0,96 Mol Halbester 
von Adipin- und Bernsteinsiure. — 
3—10% (Frakt. 22—63): 0,37 cm‘ 
0,01» NaOH, gef. 0,04 Mol, nicht 
identifizierbar. — 20% (Frakt. 64 bis 
81): 11,55 cm* 0,01n NaOH, gef. 
a 40 ‘ities a 1,37 Mol Malonsaure. 


11% |3%15%|0% | 20% | 
n-Butanol in Chloroform —3>=— 
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Bei a waren vor der Saéulenchromatographie die Monocarbonsauren durch 
Behandlung mit Petrolather entfernt, nicht dagegen bei b. Die papierchromato- 
graphische Priifung!* ergab bei a fiir Frakt. 1—24 Adipinsiure und eine Spur 


* In Abweichung von der Regel wurden die Dicarbonsauren schon bei ge- 
ringerem Butanolgehalt von der Saule eluiert. 

13 KE. Klenk u. J. Tomuschat, noch nicht veréffentlicht. Die Methode ge- 
stattet die Identifizierung der C,-C,-Dicarbonsiuren. Papier Schleicher u. Schiill 
2043b. Loésungsmittel: 5% Butanol enthaltendes Chloroform als mobile Phase und 
10% Essigsaure als stationire Phase. Laufzeit 5—8 Stdn.; Farbung: KJ, KJO,, 
Starkelésung. 
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Bernsteinsaure, fiir Frakt. 25—56 Adipinsaure, fiir Frakt. 57—76 Adipinsiure und 
Glutarsdure (etwa gleich groBe Mengen), fiir Frakt. 77—95 Bernsteinsaure und fiir 
Frakt. 96—115 Malonsaure, bei b fiir Frakt. 1—21 (nach Verseifung des Halbesters) 
Adipin- und Bernsteinséure, fir Frakt. 22—63 nicht identifizierbar, fiir Frakt. 
64—81 Malonsaure. 

Reduktive Ozonidspaltung: Der Abbau von 20,15 mg Tetraensaure nach 
l.c.6 ergab 1,64 mg (0,08 Mol/Mol Tetraensaure) 2.4-Dinitro-phenylhydrazon 
(DNPH) des Propionaldehyds, 19,80 mg (1,09 Mol/Mol) DNPH des Acetaldehyds 
und 10,5 mg (0,62 Mol/Mol) DNPH des Formaldehyds. Die DNPH von Acet- und 
Formaldehyd sind saulenchromatographisch nicht zu trennen. Das Mengenver- 
haltnis der beiden Aldehyde wurde deshalb in der Weise bestimmt, da man eine 
Probe papierchromatographisch trennte, die beiden Flecke herausschnitt, die Sub- 
stanz mit Athanol eluierte und in Benzol kolorimetrierte. 


III. Die Hexadecatriensaurefraktion 


Zur Untersuchung kamen die vereinigten Frakt. 3830—459 (vgl. Abb. 3, Tab. 5). 
Die Substanz (0,254 g) war infolge einer Verunreinigung mit etwas Hahnfett bei 0° 
zahfliissig. Nach Abtrennung des Unverseifbaren wurde die Saéure jedoch wie bei 
den anderen Fraktionen als ein schwach gelbes, leicht bewegliches Ol erhalten. 
Jodzahl 254 (251) (fiir C,,H,,0O, ber. Jodz. 304,1). Durch Hydrierung wurde 
Palmitinsaure (Schmp. 61,2°, nicht umkrist.) erhalten, die sich papierchromato- 
graphisch als einheitlich erwies. 

Oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der (a) aus 9,05 mg 
Triensaure und (b) aus 8,61 mg Methylester erhaitenen Abbaudicarbonsauren zeigen 
die Abb. 6 und 7. 

Die papierchromatographische Priifung ergab bei a fiir Frakt. 1—12 Azelain- 
siure, Adipinsiure und eine Spur Malonsaure, fiir Frakt. 13—31 Pimelinsaure, 
fiir Frakt. 32—61 Adipinsaure, fiir Frakt. 62—85 Adipinsaure, fiir Frakt. 86—100 
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Abb. 6. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der C,,-Triensaiurefraktion 
(9,05 mg) mit Saule D. Folgende Angaben in Mol/Mol Triensaure. 1% (Frakt. 1—12): 
0,91 cm’ 0,01 n NaOH, gef. 0,06 Mol Azelainsiure, 0,04 Mol Adipinséiure und 
0,03 Mol Malonsaure (auf Grund papierchromatographischer Priifung geschatzte 
Werte); (Frakt. 13—31): 0,75 cm* 0,01 » NaOH, gef. 0,11 Mol Pimelinséure. — 
3% (Frakt. 32—61): 3,72 cm® 0,01 n NaOH, gef. 0,52 Mol Adipinsiure. — 5% 
(Frakt. 62—85): 0,95 cm? 0,01n NaOH, gef. 0,14 Mol Adipinsiure. — 10% (Frakt. 
86—100): 0,42 em? 0,01 n NaOH, gef. 0,06 Mol Bernsteinsaure; (Frakt. 101—120): 
5,49 cm? 0,01 » NaOH, gef. 0,77 Mol Malonsiure. — 20% (Frakt. 121—135): 
0,21 cm? 0,01 n NaOH, gef. 0,03 Mol Malonsaure (vgl. Anm. zu Abb. 4). 
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Bernsteinsaure, fiir Frakt. 101—120 Malonsaure und fiir Frakt. 121—135 Malon- 
saure, bei b fir Frakt. 1—26 (nach Verseifung der Halbester) hauptsaichlich Adipin- 
siure, etwas Pimelinsiure, Spuren von Azelainsiure und Bernsteinsiure, fiir 
Frakt. 27—64 nicht identifizierbar und fiir Frakt. 65—85 Malonsaure. 

Reduktive Ozonidspaltung: Der Abbau von 16,33 mg Triensaure fiihrte 
zu 0,55 mg (0,03 Mol/Mol Triensiure) DNPH des Capronaldehyds, 8,94 mz 
(0,54 Mol/Mol) DNPH des Butyraldehyds, 1,01 mg (0,06 Mol/Mol) DNPH des 
Propionaldehyds, 4,33 mg (0,30 Mol/Mol) DNPH des Acetaldehyds und 1,16 mg 
(0,08 Mol/Mol) DNPH des Formaldehyds. 














154 
f Halbester 
= y 
= 10 
c 
Ss Malonsaure 
S > 
& 
05- 
20 40 60 80 


Fraktionen —2— 
| 1% 13%| 5% | 0%| 20% 
n-Butanol in Chloroform —a— 


Abb. 7. Chromatogramm der Abbausauren der C,,-Triensiuremethylester (8,61 mg) 

mit Saule D. Folgende Angaben in Mol/Mol Methylester. 1% (Frakt. 1—26): 

3,17 cm? 0,01 n NaOH, gef. 0,98 Mol Halbester von Azelainsaiure, Pimelinsaure, 

Adipinsaure und Bernsteinséure. — 3—10% (Frakt. 27-64) : 0,36 cm? 0,01 n NaOH, 

gef. 0,06 Mol, nicht identifizierbar. — 20% (Frakt. 65—85): 4,84 cm? 0,01 n NaOH, 
gef. 0,75 Mol Malonsaure. 


IV. Die Hexadecadiensaurefraktion 

Zur Untersuchung kamen die vereinigten Frakt. 500—589 (vgl. Abb. 3, Tab. 5). 
0,654 g; leicht bewegliches, schwach gelb gefarbtes Ol. Jodzahl 187 (182) (C,,H»0, 
ber. 201,1). Durch Hydrierung wurde Palmitinsaure (Schmp. 61,3°, nicht umkrist.) 
erhalten, die sich papierchromatographisch als einheitlich erwies. 

Oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der (a) aus 10,97 mg 
Diensaure und (b) aus 9,41 mg Methylester erhaltenen Abbaudicarbonsauren zeigen 
die Abb. 8 und 9. Die papierchromatographische Priifung ergab bei a fiir Frakt. 
1—22 Azelainsaure, fiir Frakt. 23—37 Pimelinsiure, fiir Frakt. 38—59 Adipinsaure, 
fiir Frakt. 60—73 Glutarsaure, fiir Frakt. 74—79 Bernsteinsaure und fiir Frakt. 
80—95 Malonsaure, bei b fiir Frakt. 1—13 (nach Verseifung der Halbester) haupt- 
sichlich Azelainsiure, auBerdem etwas Pimelinsiure, Adipinsiure, eine Spur 
Glutarséure und Bernsteinsaure, fiir Frakt. 14—64 nicht identifizierbar und fiir 
Frakt. 65—80 Malonsaure. 

Reduktive Ozonidspaltung: Die hdéheren und niedrigeren Aldehyde 
wurden in zwei verschiedenen Ansiatzen bestimmt, wobei man im ersten Ansatz 
die Aldehyde direkt ohne zu destillieren in die DNPH iiberfiihrte, wihrend man 
im zweiten Ansatz genau nach Vorschrift verfuhr. 

1. 22,47 mg Diensaure ergaben 1,15 mg (0,04 Mol/Mol Dienséure) DNPH des 


Pelargonaldehyds, 4,06 mg (0,16 Mol/Mol) DNPH des Onenthaldehyds und 1,46 mg | 


(0,06 Mol/Mol) DNPH des Capronaldehyds. 
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2. 23,18 mg Diensaure ergaben 9,74 mg (0,42 Mol/Mol) DNPH des Butyral- 
dehyds, kein DNPH des Propionaldehyds und 3,18 mg (0,16 Mol/Mol) DNPH des 
Acetaldehyds. : 
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Abb. 8. Abb. 9. 


Abb. 8. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der C,,-Diensdurefraktion 
(10,97 mg) mit Saéule D. Folgende Angaben in Mol/Mol Diensiure. — 1% (Frakt. 
1—22): 4,5 em? 0,01 n NaOH, gef. 0,52 Mol Azelainsiure. — 3% (Frakt. 23—37): 
0,60 cm? 0,01 x NaOH, gef. 0,07 Mol Pimelinsiure. — 5% (Frakt. 38—59): 
1,20 cm? 0,01 x NaOH, gef. 0,14 Mol Adipinsiure. — 10% (Frakt. 60—73): 
0,30 cm? 0,01 x NaOH, gef. 0,03 Mol Glutarsiure. — 20% (Frakt. 74—79): 
0,34 em? 0,01 n NaOH, gef. 0,04 Mol Bernsteinsaure; (Frakt. 80—95) : 2,0 cm* 0,01 n 
NaOH, gef. 0,23 Mol Malonsaure. 


Abb. 9. Chromatogramm der Abbausiuren der C,,-Diensiuremethylester (9,41 mg) 

mit Saule D. Folgende Angaben in Mol/Mol Methylester. — 1% (Frakt. 1—13): 

3,35 cm® 0,01 n NaOH, gef. 0,95 Mol Halbester von Azelainsiure, Pimelinsaure, 

Adipinsaure, Glutarsiure (Spuren) und Bernsteinséure. — 3—10% (Frakt. 14—64): 

0,30 cm? 0,01 n NaOH, gef. 0,04 Mol, nicht identifizierbar. — 20% (Frakt. 65—80): 
2,88 cm* 0,01 n NaOH, gef. 0,40 Mol Malonsaure. 


V. Die Hexadecensaurefraktion 


Zur Untersuchung kamen die vereinigten Frakt. 650—699 (vgl. Abb. 3, Tab. 5). 
2.412 g; leicht bewegliches, schwach gelb gefairbtes Ol. Jodzahl 99,6 (C,,H 3.0, 
ber. 99,8). Durch Hydrierung wurde Palmitinsiure (Schmp. 61,6°, nicht umkrist.) 
erhalten, die sich papierchromatographisch als einheitlich erwies. 

Oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der aus 10,48 mg 
(,,-Monoensiure erhaltenen Abbaudicarbonsauren zeigt die Abb. 10. Die papier- 
chromatographische Priifung ergab fiir Frakt. 1—27 Azelainsaure, fiir Frakt. 28—45 
Azelain- und Pimelinsaure in etwa gleichen Mengen, fiir Frakt. 46—64 Adipinsaure, 
fiir Frakt. 65—76 Glutarsdure und fiir Frakt. 77—90 Bernsteinsaure. 

Reduktive Ozonidspaltung: Da nur héhere Aldehyde verhanden waren, 
wurden hier die Aldehyde direkt ohne zu destillieren in die DNPH iibergefiihrt. 
28,28 mg Monoensaure ergaben 2,78 mg (0,07 Mol/Mol) DNPH des Laurinaldehyds, 
1,78 mg (0,05 Mol/Mol) DNPH des Caprinaldehyds, 2,10 mg (0,06 Mol/Mol) DNPH 
des Pelargonaldehyds, 14,80 mg (0,45 Mol/Mol) DNPH des Onanthaldehyds. 
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Abb 10. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der C,,-Monoensaurefraktion 
(10,48 mg) mit Saéule D. Folgende Angaben in Mol/Mol Monoensaure. — 1% 
(Frakt. 1—27): 5,76 cm® 0,01n NaOH, gef. 0,69 Mol Azelainsiéure. — 3% ( Frakt. 
28—45): 0,95 cm? 0,01m NaOH, gef. 0,11 Mol Azelainsiure und faibdisebare in 
etwa gleichen Mengen. — 5% (Frakt. 46—64): 0,80 cm* 0,01n NaOH, gef. 0,10 Mol 
Adipinsaure. — 10% (F rakt. ‘65—76): 0,20 cm® 0,01n NaOH, gef. 0,02 Mol Glutar- 
saure. — 20% (Frakt. 77—90): 0,344 cm? 0,01 NaOH, gef. 0,04 Mol Bernstein- 


saure. 


VI. Die quantitative Zusammensetzung des C,,- Polyensiuregemisches 


Die quantitative Zusammensetzung des Gemisches lat sich auf drei ver- 
schiedenen Wegen ermittelIn: 1. durch direkte Wagung der Fraktionen (Tab. 5), 
2. durch Errechnung aus dem Bromverbrauch der Fraktionen (Tab. 6) und 3. eh 
Errechnung aus den spezifischen Extinktionen der isolierten isomerisierten Saure- 
fraktionen und des isomerisierten C,,-Polyensiuregemisches (Tab. 7 und 8). Tab. 9 
zeigt die Gegeniiberstellung der so ermittelten Werte. 


Tab. 6. Zusammensetzung des C,,-Polyensiuregemisches, berechnet aus dem Brom- 
verbrauch der durch Gegenstromverteilung erhaltenen Fraktionen. 




















cm? Menge d. Fettsiuren 
Frakt. Nr. aed 4 * | 0,1n Br,- 
Pak’. !Verbrauch g % 
Tetraensfure .... 1—309 360,5 216,65 0,77 15,5 
Triensiure ..... 310—474 252,5 77,80 0,39 7,9 
Diensiure ..... 475—604 184,5 88,55 0,61 12,2 
Monoenséure .... 605—800 99,6 248,15 3,18 64,4 








Tab. 7. Spezifische Extinktionen der isolierten 
C,,-Saurefraktionen. 





Extinktionen bei Amax 
233 mu | 268 my | 301 mu 





Tetraensdure . . 315 500 1125 
Triensdure . . . 685 760 
Diensaure . 980 
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Tab. 8. Spezifische Extinktionen des C,,-Polyenséuregemisches und die Anteile der 
verschiedenen Saurefraktionen. 

















Extinktionen bei Amax Z 
usammensetzung 
233 mu | 268 mu | 301 mu 
C,,-Polyensiuregemisch 240 120 155 155/1125 = 13,7% 
abzgl. Anteil Tetraensaure —43 -—69 Tetraensaiure 
Anteil Trien- + Diensaiure 197 51 51/760 = 6,7% 
abzgl. Anteil Triensiure —46 Triensaure 
Anteil Diensaiure 151 he woe = 16,87 
jiensdure 
Rest = 64,2% 
Monoensaure 














Tab. 9. Prozentuale Zusammensetzung des Polyensiuregemisches. 




















un- aus Brom- aus spez. 
mittelbare verbrauch Extinktion | Mittelwert 
Wagung berechnet berechnet 
Tetraensaure 16,0 15,5 13,7 15 
Triensaure 7,6 7,9 6,7 7 
Diensaure 13,8 12,2 15,4 14 
Monoensiure 62,6 64,4 64,2 64 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbandes der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Aus dem Polyensiuregemisch von Heringsé6l wurde durch Vakuum- 
destillation der Ester das C,,-Polyensiuregemisch herausfraktioniert, 
welches man durch Gegenstromverteilung in eine Tetraen-, Trien-, Dien- 
und Monoensiurefraktion zerlegte. Der oxydative und reduktive Ozonid- 
abbau ergab, daB folgende Isomerengemische vorlagen: 

A 6-9-1215. ynd A4-7-10-13.Hexadecatetraensiure; A&%12.,  44+7-10_, 
A7-10-13. und A%-12-15.Hexadecatriensiure ; 4%12-, 4®&®. und 471°-Hexa- 
decadiensiure; A%-, 4% und A7-Hexadecensiure. Jedes der vier Iso- 
merengemische enthielt die an erster Stelle genannte Saure als Haupt- 
bestandteil, die anderen fanden sich nur in kleineren Mengen (5—20%). 


Summary 


By vacuum distillation of the esters, the mixture of polyenoic acids 
was separated from herring oil. These were further fractionated by 
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counter-current distribution into tetraene-, triene-, diene-, and monoenc 
acid fractions. By oxidative and reductive degradation of the ozonides 
the following isomer mixtures were shown to be present: 4®&*1%15. anc: 
A4+7-10-13_hexadecatetraene acid; 4%%12., 44-:7-10., 47-10-13. and 4%12-15 
hexadecatriene acid; 4%12., 4%-9. and A7!°-hexadecadiene acid; A%-, A® 
and A?-hexadecene acid. In each of the four isomer mixtures, the first- 
named acid of the group was preponderant and the others were 
present in smaller amounts (5—20°%). 


Prof. Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Koln, 
Ziilpicher Str. 47. 








959) 


ene 


des 


anc 


2.15 


As 


rst- 
vere 


dln, 





Bd. 316 (1959) 45 


Uber die Reinigung und Spezifitat 
der DOPA-Decarboxylase 


Von 
E. Werle und D. Aures* 


Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Universitat Miinchen, 
Direktor Prof. Dr. R. Zenker 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. April 1959) 
Herrn Professor Dr. Dr. h.c. St. Goldschmidt zum 70. Geburtstag 


Organextrakte, die in vitro eine Decarboxylierung von 3.4-Di- 
hydroxy-phenylalanin (DOPA**) bewirken, katalysieren auch die Spal- 
tung von 3.4-Dihydroxy-phenylserin (DHPS)!:?. Das Verhialtnis der Ak- 
tivitat von Organextrakten gegeniiber DOPA und DHPS unterliegt bei 
den gleichen Organen verschiedener Arten grofen Schwankungen. Durch 
Pyridoxalphosphat wird die Aktivitit der Extrakte gegeniiber DOPA 
wesentlich stiirker erhdht als gegeniiber DHPS. Diese Unterschiede 
kénnten darauf beruhen, daB die Aktivitait ein und desselben Fermentes 
durch Begleitstoffe gegeniiber den beiden Substraten in wechselnder 
Weise beeinfluBt wird, oder darauf, daB die Substanzen durch zwei ver- 
schiedene Fermente decarboxyliert werden. Da kein Organ auffindbar 
war, das nur eines der beiden Substrate decarboxyliert, suchten wir die 
aufgeworfene Frage durch Anreicherung der DOPA-Decarboxylase zu 
entscheiden. 

Da nach Werle und Sell? die enzymatische Decarboxylierbarkeit 
der Phenylserinderivate in Bezug auf OH-Substitution am Ring den 
gleichen GesetzmaBigkeiten unterliegt wie die Decarboxylierbarkeit der 
Phenylalaninderivate*, wurde auch 3-Hydroxy-phenylserin als Substrat 
verwendet. 

Nach Clark, Weissbach und Udenfriend! ist die 5-Hydroxy- 
tryptophan-Decarboxylase der Meerschweinchenniere von der DOPA- 


* Die Ergebnisse dieser Arbeit sind der Dissertation von Fraulein Doro- 
thea Aures an der Naturwissenschaftlichen Fakultét der Universitat Miinchen 
entnommen. 

** Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: DOPA = 3.4-Dihydroxy- 
phenylalanin, DHPS = 3.4-Dihydroxy-phenylserin, 3-HPS = 3-Hydroxy-phenyl- 
serin, 5-HT = 5-Hydroxy-tryptophan, DOPAamin = f-[3.4-Dihydroxy-pheny]]- 
athylamin. 

1K. H. Beyer, H. Blaschko, J. H. Burn u. H. Langemann, Nature 
[London] 165, 926 [1950]; H. Blaschko, J. H. Burn u. H. Langemann, Brit. 
J. Pharmacol. Chemotherapy 5, 431 [1950]; Th. Sourkes, P. Heneage u. 
Y. Trano, Arch. Biochem. Biophysics 40, 185 [1952]; E. Werle u. J. Jiintgen- 
Sell, Biochem. Z. 827, 259 [1955]. 

2 E. Werle u. J. Sell, Biochem. Z. 326, 110 [1954]. 

3 H. Blaschko, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 4, 130 [1950]. 

4C.T. Clark, H. WeiBbach u. S. Udenfriend, J. biol. Chemistry 210, 
139 [1954]. 
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Decarboxylase verschieden. Es wurde daher von uns untersucht, ob bei 
der Anreicherung der DOPA-Decarboxylase die 5-HT-Decarboxylase ab- 
getrennt wird. In diesem Zusammenhang wurde auch das Verhalten der 
Histidin-Decarboxylase gepriift. 


Beschreibung der Versuche 
1. Bestimmung der Decarboxylaseaktivitat 


Die Aktivitat der Organextrakte wurde manometrisch in der Warburg- 
Apparatur bestimmt. Es wurden ‘Reaktionsgefife mit zwei Ansatzbirnen ver- 
wendet, die eine fiir Substrat (im Kontrollansatz fiir Wasser), die andere fir 
Schwefelsiure zum Abstoppen der Reaktion. Im Hauptraum befand sich jeweils 
die gepufferte Enzymlésung. Inkubation bei 38,5° in Stickstoffatmosphire. 

Als Einheit der Aktivitaét dient: Qco, = ul CO,/mg Protein N/10 Min. bei 
folgenden Versuchsbedingungen: 

Ansatz: In den Hauptraum gibt man Enzymlésung (sie soll bei DOPA 
in 10 Min. 30—60 ul, bei DHPS in 30 Min. 25—30 ul CO, entwickeln), 1,5 m/l 
0,lm Phosphatpuffer, py 6,8 (DOPA) bzw. 7,6 (DHPS, 3-HPS und 5-HT), 
200 y Pyridoxalphosphat* und Wasser ad 4,5 ml. Der Kipper enthalt 5 «Mol 
L-3.4-Dihydroxy-phenylalanin* (DOPA) (0,985 mg) bzw. 10 uMol DL-erythro-3.4- 
Dihydroxy-phenylserin** (DHPS) (2,13 mg) bzw. 10 uMol pL-erythro-3-Hydroxy- 
phenylserin ** (3-HPS) (1,97 mg) bzw. 10 «Mol pi-5-Hydroxy-tryptophan * (5-HT) 
(2,23 mg), gelést in 0,4 ml Wasser. Die Substratendkonzentration betrigt dann 
10-8m (DOPA) bzw. 2x 10-8m (DHPS, 3-HPS, 5-HT). Reaktionszeit fiir DOPA 
als Substrat: 10 Min., fiir alle anderen Substrate 30 Min. Die fiir DHPS, 3-HPS 
und 5-HT erhaltenen CO,-Werte werden auf 10 Min. Reaktionszeit umgerechnet. 

Der Stickstoff- und Proteingehalt der Fermentlésungen wurde spektro- 
photometrisch nach der Biuret-Methode® unter Verwendung eines fiir den be- 
treffenden Organextrakt durch Kjeldahl-Bestimmung ermittelten Faktors be- 
stimmt. Bei hoher gereinigten Extrakten wurde die spektrophotometrische Methode 
nach Warburg und Christian® mit den von Pogell und Gilvery’ angegebenen 
Umrechnungsfaktoren verwendet. 

Die angegebenen Aktivitaten sind Mittelwerte aus mindestens je zwei Haupt- 
versuchen (Enzym mit Substrat) abziiglich der Leerwerte (Enzym ohne Substrat). 
Die Werte von Parallelversuchen unterschieden sich héchstens um + 5%. 


2. Anreicherung von DOPA-Decarboxylase 


Gewinnung des Rohextraktes: Frische oder eingefrorene Meer- 
schweinchennieren werden im Fleischwolf zerkleinert (Homogenate sind fir 
den im folgenden beschriebenen Reinigungsweg weniger geeignet), in je 2 ml eis- 
kaltem Wasser und 2 ml Universalpuffer nach Teorell und Stenhagen’, py 5,5, 
pro g Niere suspendiert und 2—12 Stdn. bei 0° extrahiert. Der Extrakt wird 
durch ein dichtgewebtes Nylontuch filtriert. 

Hitzeschritt: Der Rohextrakt wird vorsichtig mit 1n HCl auf py 5,7 ge- 
bracht, im Wasserbad rasch auf 50—51° erhitzt und nach 5 Min. im Eis-Kochsalz- 
Bad auf 0° abgekiihlt. Zur Ermittlung des Qco,-Wertes wird in einer aliquoten 
Probe das ausgefallene Protein abzentrifugiert. 


5 A.G.Cornall, C.J. Bardwill u. M.M. David, J. biol. Chemistry 177, 
751 [1949]; G. R. Kingsley, J. biol. Chemistry 131, 197 [1939]; derselbe, J. Lab. 
clin. Med. 27, 840 [1942]. 

6 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 [1941]. 

7 B.M. Pogell u. R. W. McGilvery, J. biol. Chemistry 208, 149 [1954]. 

§ T. Teorell u. E. Stenhagen, Biochem. Z. 299, 417 [1938]; vgl. auch I.c.°. 

* Fa. Hoffmann-La Roche. 

** Die Phenylserine verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. 
G. Ehrhardt, Farbwerke Hoechst, Frankfurt a. M. 
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Kieselguradsorption: Zur eisgekiihlten Enzymlésung wird bidest. Glycerin 
gegeben (Endkonzentration 1m). Dazu werden pro 100 m/ Lésung 15 g Kieselgur 
(Fa. Merck, mit HCl gewaschen und gegliiht) in 30 ml 1m Glycerinlésung eingeriihrt. 
Nach 1/,stdg. Riihren bei 0° wird 15 Min. bei 8000 xg abzentrifugiert. 

Ammoniumsulfatfallung: Der klare, gelbrot bis kraftig rot gefairbte 
Uberstand wird mit Athylendiamin-tetraacetat (Trilon B, Fa. Merck, Endkon- 
zentration 103m) versetzt und mit einigen Tropfen 0,5n HCl auf py 5,6 ein- 
gestellt. Bei guter Eiskiihlung und unter standigem Rihren wird innerhalb von 
2 Stdn. Ammoniumsulfat bis zur 55proz. Sattigung zugegeben. Es wird dann 
noch 30 Min. lang weiter geriihrt und schlieBlich 15 Min. bei 8000 xg abzentri- 
fugiert. Der Uberstand wird verworfen. Der Niederschlag wird in 1/,, des zur 
Ammoniumsulfatfallung eingesetzten Volumens einer 0,35 gesiatt., eisgekiihlten, 
mit Teorell-Stenhagen-Puffer auf pg 4,9 eingestellten Ammoniumsulfatlésung 
suspendiert. Nach 10 Min. wird bei 0° abzentrifugiert. Der Uberstand enthalt 
etwa 50% des Proteins und hichstens 10% der Fermentaktivitat (Frakt. a). Der 
Riickstand wird unter Eiskihlung in einer 0,26 gesatt., mit Teorell-Stenhagen- 
Puffer auf py 5,6 eingestellten Ammoniumsulfatlésung (1/,, Volumen der zur 
Ammoniumsulfatfallung eingesetzten Enzymlésung), suspendiert. Vom Ungeliésten 
wird abzentrifugiert. Der Uberstand enthalt das Ferment (Frakt. b). Der Riick- 
stand wird in wenig Wasser suspendiert (Frakt. c). 

Die Fraktionen a, b und c werden bei 0° gegen das 20fache Vol. einer 10-3m 
Trilon-B-Lésung, die mehrmals gewechselt wird, anschlieBend gegen bidest. Wasser 
dialysiert. Zur Abtrennung des Coenzyms wird Frakt.b 2 Tage gegen 0,2proz. 
Na,-Trilonat:2H,O (5,4 x 10-8m) und anschlieBend gegen mehrmals gewechseltes 
bidest. Wasser dialysiert. 

Weitere Reinigung an anionotropem Aluminiumoxyd: 1 kg Al,0, 
(Brockmann) wurde mit 2 / siedender 1n HCl iibergossen, 2!/, Stdn. im kochenden 
Wasserbad erhitzt und 10mal mit 5/ bidest. Wasser gewaschen. py der Wasch- 
fliissigkeit nach dem letzten Auswaschen 3,8. Das Aluminiumoxyd wurde dann 
abgesaugt und bei 37° getrocknet. 

In ein Chromatographierohr von 25 mm lichter Weite wurden 200 g so be- 
reitetes Aluminiumoxyd mit Wasser eingespiilt. Hohe der Fiillung: 42,5 cm. Es 
wurde so lange Wasser durchgeschickt, bis die Waschfliissigkeit frei von Al,O,- 
Partikelchen war (pq 4,1). Die Saule wurde bei 2° mit Enzymlésung (20 mi 
Frakt. b, Qco,, DoPA = 1250; 0,4 mg N/ml; Phosphatkonzentration 0,10m, py 6,2) 
beschickt und dann mit 0,10m Phosphatpuffer, py 6,2, eluiert. Vor dem Auftreten 
von Phosphat im Eluat wurden 50 m/ (Frakt. 1—12), dann Fraktionen von je 
30 ml gesammelt. 


Ergebnisse 


1. Reinigung des Enzyms 
und Abtrennung des Coenzyms 


Bei 12 iiber Hitzeschritt, Kieselguradsorption und Ammoniumsulfat- 
fraktionierung hergestellten Praparationen lagen die Qco,, popa-Werte der 
Fraktion b je nach Giite des Ausgangsmaterials zwischen 450 und 1500, 
entsprechend 18—32facher Anreicherung bei Ausbeuten von 60—90%. 
Ein Beispiel zeigt Tab. 1. 

Ein Beispiel zur weiteren Reinigung der DOPA-Decarboxylase durch 
Chromatographie an: anionotropem Aluminiumoxyd ist in Abb. 1 dar- 
gestellt. Die aktivste Fraktion (Nr. 16) hat einen Qco,, popa-Wert von 
4250, was in diesem Falle einer Anreicherung auf das 82fache ent- 
spricht. 
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Tab. 1. Beispiel zur Anreicherung der DOPA-Decarboxylase aus Meerschweinchen- 
nierenextrakt und Aktivitat gegeniiber DHPS und 5-HT. Aktivitatsbestimmung 









































































































Frakt. Nr — 





Ausbeute 
in % der 
Reinigungsschritt |Qco,, popa|Qco,, DHPS Qco,,DOPA| einge- | Anrei- 
Qco,, DHPS| setzten | cherung 
Ferment- 
menge 
1. Rohextrakt .... 48 1,7 28,2 — 1 
2. Hitzeschritt . ... 146 — 80 3,0 
3. Kieselguradsorption 229 —- — 86 4,8 
4. (NH,),SO,-Fallung 
a) 35-55%... . 35 ~- oe — —- 
b) 26—35% . . 1400 44 31,8 85 29,2 
c) O-—26%.. ll —- ~ —- 
- : Qco,, DOPA 
Qco,, DopA| Qco,, 5-HT | =—"—— 
Qo,, 5-HT 
Rohextrakt ..... 36 5,8 6,2 — 1 
(NH,),SO,Fallung 
b) 26—35% ... . 715 110 6,5 — 19,9 
36] , 6 é a = © 3 A 
Ao] A 4 | 
t j ! 
= = ds AV | r 
£24 & sta —4 Zs 
$ > Fe ' \ [ A, = 
= =< Ww hil | | = 
u q& i ‘4 | rh . € 
2) 2h 4 + f$——) 
ek oe r Q 
a, J On Jr OnO.g 4 -0-077 iS 
12 a na ae 2 6 


Abb. 1. Chromatographie der DOPA-Decarboxylase an Aluminiumoxyd. 
Kurve 1 gibt die Qco,, popa-Werte, Kurve 2 die DOPA-Decarboxylaseaktivitat 
pro Fraktion und Kurve 3 den Stickstoffgehalt pro Fraktion an. 


Aus Tab. 2 geht hervor, daB sich das Coenzym durch Dialyse gegen 
Trilon-B-Lésung vom Fermentprotein abtrennen lit. Dieses wird dabei 
nicht nennenswert denaturiert; es ist durch Pyridoxalphosphat zu 87% 
reaktivierbar. Dialyse gegen 10-* m Ammoniak fiihrt zwar ebenfalls zu 
einer Abspaltung des Cofermentes, doch wird gleichzeitig das Apoenzym 
weitgehend denaturiert. 
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Tab. 2. Aktivierbarkeit der DOPA-Decarboxylase-Lésungen verschiedener Rein- 

heitsgrade und der Apodecarboxylase durch Pyridoxalphosphat. — Reaktions- 

bedingungen wie bei der Qco,-Bestimmung; die Fermentmenge wurde jeweils so 
dosiert, daB 30—40 yl CO,/10 Min. entwickelt wurden. 

















pl CO,/10 Min./mg N 
Fermentlésung a b 100 x a/b 
ohne mit 

Pyridoxalph. Pyridoxalph. (%) 

Rohextrakt-.......4.4.. 28 50 56 

Hitzeschritt .......2.2.. 107 182 59 

Kieselguradsorption. ...... 115 268 43 

Lésung b nach Dialyse 

gegen Wasser. ....... 377 1300 29 
Lésung b nach Dialyse gegen 

5,4 x 103m Trilon-B-Lésung . . 51 1125 4,5 


2. Eigenschaften der angereicherten DOPA-Decarboxylase 


a) Stabilitat: Die auf das 18—32fach angereicherten Ferment- 
praparate (Frakt. b der Ammoniumsulfat-Fraktionierung) sind verhilt- 
nismaBig stabil: Bei —15° aufbewahrt, waren sie 4 Monate lang unver- 
andert haltbar. Nach 12 Monaten war eine Aktivitaitsabnahme von 20% 
eingetreten. Das Ferment ist gegen éfteres Auftauen empfindlich. Es 
kann durch Versetzen mit Glycerin (Endkonz. 1m) stabilisiert werden. 

Das an Aluminiumoxyd gereinigte Ferment ist sehr instabil. Es 
verliert bei 0° innerhalb von 2 Tagen seine Aktivitat fast vollkommen. 
Wie aus dem Vergleich der UV-Absorptionsspektren von aktiven Ferment- 
praiparaten vor und nach der Chromatographie hervorgeht, werden bei 
der Behandlung mit Aluminiumoxyd Nucleinsauren abgetrennt, die zwar 
fiir die Aktivitaét der DOPA-Decarboxylase nicht notwendig sind, wahr- 
scheinlich aber das Ferment stabilisieren. 

b) Substratspezifitat : Die Geschwindigkeit der CO,-Entwicklung 
ist bei DOPA als Substrat immer etwa 30 mal so hoch wie die bei DHPS. 
Unter den angegebenen Standardbedingungen andert sich bei 30facher 
Anreicherung dieses Verhaltnis gegeniiber dem Ausgangswert nicht 
signifikant (s. Tab. 1). 

Das Verhaltnis Qco,, popa/Qco., pops Wurde auch an den unbestin- 
digen Fraktionen des Siulenchromatogramms gepriift; obwohl zur Zeit 
der Messungen ihre Aktivitait schon stark abgenommen hatte, war das 
Verhaltnis unverandert. 

Histidin-Decarboxylase wird bei der Reinigung von der DOPA- 
Decarboxylase abgetrennt (Decarboxylierungsansitze und Bestimmung 
des gebildeten Histamins am isolierten Meerschweinchenileum nach I. c.°; 
schon beim Erhitzen des Meerschweinchennieren-Extraktes auf 50° 
(Hitzeschritt der DOPA-Decarboxylase-Reinigung) wird die Histidin- 


® KE. Werle, A. Schauer u. G. Hartung, Klin. Wschr. 38, 562 [1955]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 316 4 
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Decarboxylase zerstért. Das Verhiltnis der Aktivitaét gegeniiber 5-HT 
und DOPA andert sich im Verlauf der DOPA-Decarboxylaseanreicherung 
nicht (Tab. 1). 

Die Decarboxylierungsaktivitit des Rohextraktes ist, wenn DOPA 
gleichzeitig mit DHPS oder 5-HT angeboten wird, in keinem Fall gleich 
der Summe der Aktivitatswerte, die mit den Substraten im Einzelversuch 
erhalten werden, auch wenn das Ferment nicht mit Substrat gesittigt 
ist. Die Aktivitatswerte sind entweder gleich oder kleiner als bei Messung 
mit DOPA allein (Abb. 2—4). - 
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Abb. 2—4. CO.-Werte von DOPA, DHPS, 3-HPS und 5-HT in getrennten und 
s kombinierten Decarboxylierungsansitzen. 
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Abb. 3. 


Abb. 2. 3,0 ml Fermentlésung (teilweise gereinigt, Qco,.popa = 222), 1,1 ml 
Teorell-Stenhagen-Puffer, py 7,6, und Wasser ad 4,9 m/l. Reaktionszeit 60 Min. 
Substrat: DOPA und DHPS nach Angabe in pMol. 


Abb. 3a. 3,0 ml Rohextrakt; Substrat: DOPA und 3-HPS nach Angabe in ~Mol.; 
sonst wie Abb. 2. 
. Abb. 3b wie Abb. 3a, nur halbe Menge Fermentlésung. 
Abb. 4a. 1,0 ml Rohextrakt, 1,5 ml 0,1m Phosphatpuffer, py 6,8, 200 y Pyridoxal- 


phosphat und Wasser ad 4,9 ml. Reaktionszeit 10 Min. Substrat: DOPA und 
5-HT nach Angabe in wMol. 


Abb. 4b wie unter Abb. 4a, nur ohne Pyridoxalphosphat. 


c) Abhingigkeit des Substratumsatzes von der Reaktions- 
zeit: Bei Einsatz von DOPA ist die CO,-Entwicklung nur etwa bis zur 
10. Minute der Inkubationszeit direkt proportional. Die Reaktion kommt 
dann allmiahlich zum Stillstand, auch wenn noch geniigend Substrat 
vorhanden ist. Von 10 wMol L-DOPA werden z. B. 85,6%, von 15 uMol 
68,5% abgebaut (Abb. 5). Bei Verwendung von gereinigter DOPA- 
Decarboxylase (Abb. 6), welche durch Pyridoxalphosphat auf das 10fache 
aktiviert werden kann, wurden ohne Pyridoxalphosphat-Zusatz von 
5 uMol L-DOPA nur 35,8% decarboxyliert. Wurde nach dem Stillstand 
der Reaktion Pyridoxalphosphat zugegeben, so wurde das noch vor- 
handene Substrat weiter decarboxyliert (a’ in Abb.6). Bei den Hydroxy- 
phenylserinen nimmt die Decarboxylierungsgeschwindigkeit nur langsam 
ab; Zusatz von Pyridoxalphosphat aktiviert nur sehr wenig (Abb. 6). 
Dies gilt auch fiir die Decarboxylierung von 5-HT*. 
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Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5 und 6. Decarboxylierung von L-DOPA, pt-erythro-DHPS und bi-erythro- 
3-HPS in Meerschweinchennierenextrakt in Abhangigkeit von der Zeit und der 
Substratkonzentration. 


Abb. 5. Ansatze: 3,0 ml Rohextrakt; 1,5 ml 0,1m Phosphatpuffer, py 7,6; DOPA 
(——) baw. 3-HPS (----), wie an den Kurven (in «Mol) angegeben; Wasser ad 4,9 ml. 


Abb. 6. a und d: 5 u~Mol t-DOPA ohne (a) und mit (d) 200 y Pyridoxaiphosphat; 
b und e: 10yMol pt-DHPS ohne (b) und mit (e) 200 y Pyridoxalphosphat; 
e und f: 10 4Mol pL-3-HPS ohne (c) und mit (f) 200 y Pyridoxalphosphat. 

Die Ansatze enthielten auBerdem 0,5 ml (a, b, c, e, f) baw. 0,1 ml (d) gerei- 
nigte Fermentlésung (Qco,, popa = 800; 0,78 mg N/ml), 1,5m Phosphatpuffer 
vom py 6,8 (a, d) baw. 7,6 (b, c, e, f) und Wasser ad 4,9 ml. 

In den Versuchen a’ und b’ (Schwefelsiure im ZentralgefiB) wurde zu den 
Ansatzen a bzw. b nach 30 Min. Reaktionszeit 200 y Pyridoxalphosphat zugekippt. 
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Abb. 7. pq-Abhangigkeit der DOPA- und DHPS-Decarboxylierung bei gereinigter 
Meerschweinchennieren-Decarboxylase. 


Ordinate: ul CO, in % des bei den Versuchen mit Teorell-Stenhagen-Puffer gefun- 

denen Héchstwertes (a: 84 ul CO, = 100%; b: 58 ul CO, = 100%). Ansatze: 

0,15 ml (a) baw. 1,0 m/ (b) Fermentlésung (Qco,, popa = 440; 1,24 mg N/ml), 

3,0 ml 0,lm Phosphatpuffer (----- ) baw. 3,0 ml Teorell-Stenhagen-Puffer (——), 

1,97 mg pt-DOPA (a) bzw. 2,13 mg pt-DHPS (b), 200 y Pyridoxalphosphat und 
Wasser ad 4,9 ml. Reaktionszeit 10 Min. (a) baw. 30 Min. (b). 
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d) pp-Optimum: Das Aktivitiitsoptimum des gereinigten Fer- 
mentes liegt fiir die DOPA-Decarboxylierung bei Verwendung von 
Phosphatpuffer zwischen py 7,0 und 7,8, bei Verwendung von Teorell- 
Stenhagen-Puffer zwischen pq 7,0 und 9,2 (Abb. 7a). Fiir die DHPS. 
Decarboxylierung wurde bei Verwendung von Phosphatpuffer zwischen 
pu 7,6 und 8,0 héchste Aktivitit gemessen und in Teorell-Stenhagen- 
Puffer zwischen pg 8,3 und 8,9 (Abb. 7b). 

Meerschweinchennieren-Rohextrakt decarboxylierte DOPA in Phos- 
phatpuffer optimal zwischen ‘px 7,0 und 7,2. In mehreren Versuchs- 
reihen wurden fiir die DHPS- und 3-HPS-Decarboxylierung bei Ver- 
wendung von Rohextrakt zwei pu-Optima festgestellt (fiir beide Sub- 
strate etwa bei pu 7,2 und 7,6). Messungen mit gereinigtem Enzym er- 
gaben ein pa-Optimum (Abb. 7b). 

e) Abhangigkeit der DOPA-Decarboxylase-Aktivitat vom 
angewandten Puffersystem: Die Abhiangigkeit der Decarboxylase- 
Aktivitaét des gereinigten Enzyms vom angewandten Puffersystem ist 
in Tab. 3 wiedergegeben. 


Tab. 3. DOPA-Decarboxylase-Aktivitat in verschiedenen Puffersystemen. 
Ansatze: 0,2 ml gereinigte Fermentlésung b (Qco,,popa = 720), 1,5 ml Puffer 
nach Angabe, 0,1m Phosphatpuffer nach Angabe, py 7,7, 200 y Pyridoxalphosphat 

und 0,985 mg L-DOPA; Reaktionszeit 10 Min. 








5 ml 0,1m % der Akt. 
Puffer! Phosphatpuffer pb CO, in Phosphatpuffer 
0,1m Na,HPO,/KH,PO, 0 62 100 
. 1,5 65 
Pyrophosphat/HC]. ... . 0 41 65 
1,5 51 80 
Borax/Borsiure ...... 0 38 60 
1,5 38 60 
Veronal/HC]l ....... 0 37 60 
1,5 50 80 
iL 19/ tC Pe ee ae er 0 58 92 
1,5 60 96 
Triéthanolamin/HCl ... . 0 61 100 
1,5 70 111 











In Trispuffer und Triiithanolaminpuffer ist die Decarboxylase- 
aktivitat ebenso groB wie in Phosphatpuffer. In Veronal/HCl- und Pyro- 
phosphat/HCl-Puffer erhéht sich die Decarboxylierungsaktivitit bei Zu- 
gabe von Phosphationen von 60% auf 80°, der in Phosphatpuffer allein 
gemessenen Aktivitiét. Die Messungen in Borax/Borsiure-Puffer ergaben 
mit und ohne Phosphatzusatz nur 60°, der Werte in Phosphatpuffer. 
Beim Mischen der Reaktionsansiitze fiel auf, daB die gelbe Farbe des 


10 Die Pufferlésungen wurden bereitet nach J. Stauff in H. M. Rauen, Bio- 
chem. Taschenbuch S. 650, Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 
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Pyridoxalphosphats durch Boratzugabe aufgehellt wird. Die Spektro- 
photometrie von Pyridoxalphosphat-Borat-Mischungen lieB erkennen, 
daB die Konfiguration des Pyridoxalphosphats durch Borat verindert 
wird (Abb. 8). 
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Abb. 8. Absorptionsspektrum von Pyridoxalphosphat in Boratpuffer, py 7,7. 
Das molare Mischungsverhiltnis Borax/Pyridoxalphosphat: a) 100:1 (663 y 
Pyridoxalphosphat/ml); b) 200:1 (331 y Pyridoxalphosphat/ml); c,) 400:1 (663 y 
Pyridoxalphosphat/ml) ; c,) 400:1 (166 y Pyridoxalphosphat/ml); d,) 800:1 (331 y 
Pyridoxalphosphat/ml); d,) 800:1 (83 y Pyridoxalphosphat/ml). 


Das Absorptionsmaximum des Pyridoxalphosphats bei 385 my wird 
durch Zugabe von Borationen abgeflacht und verschwindet bei einem 
Molverhaltnis 400:1 fast véllig. 

Ohne Pyridoxalphosphat-Zugabe war die Decarboxylase-Aktivitat 
mit DOPA als Substrat in Borat- ebenso hoch wie in Phosphatpuffer. 
Auch wenn das Ferment vor der Boratzugabe mit dem Coenzym in- 
kubiert wurde, ergaben sich in Phosphat- und Boratpuffer mit DOPA 
als Substrat gleiche Abbaugeschwindigkeiten. Wurde Pyridoxalphosphat 
nach dem Boratpuffer zum Ferment gegeben, so blieb dessen Aktivierung 
aus. Bei Verwendung des borationenhaltigen Teorell-Stenhagen-Puffers 
ergibt sich bei einer Zugabe von 200 y Pyridoxalphosphat pro Versuchs- 


Tab. 4. Vergleich der Decarboxylierungsgeschwindigkeiten von DOPA, DHPS 

und 3-HPS in Phosphatpuffer und Boratpuffer mit und ohne Pyridoxalphosphat. 

Versuchsansaétze: Gereinigte Fermentlésung (Qco,,popaA = 680), 1,5 ml Puffer 

nach Angabe, py7,7, Pyridoxalphosphat nach Angabe, Wasser ad 4,9 ml; 

Reaktionszeit 30 Min. — Substrat: 0,985 mg t-DOPA bzw. 2,13 mg DL-erythro- 

DHPS bzw. 1,97 mg pt-erythro-3-HPS. — Bei DOPA als Substrat wurden 0,4 ml, 
bei den Hydroxyphenylserinen 0,8 ml Fermentlésung verwendet. 














Puffer Pyridoxalph. pl CO, 
y DOPA | DHPS | 3-HPS 
Phosphat. .... . , 200 77; 81 33 23; 17 
_- 38 30; 30 28; 28 
Borax/Borséure .. . 200 38; 38 5 33; 35 
40 2 32 
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ansatz ein Mol.-Verhaltnis Borat : Pyridoxalphosphat von 21:1, bei dem 
nur ein geringer Bruchteil des eingesetzten Pyridoxalphosphats blockier: 
wird. 

f) Michaelis-Konstante der Coferment-Apoferment-Ver- 
bindung: Apodecarboxylase wurde mit verschiedenen Mengen Pyri- 
doxalphosphat vorinkubiert ; dann wurde die Decarboxylierungsaktivitiit 
gegeniiber L-DOPA gemessen. Die Auswertung nach Lineweaver und 
Burk ergab einen Wert von 9x 10-® m (Abb. 9). 
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Abb. 9. Sattigungskurve der Apodecarboxylase mit Pyridoxalphosphat 
. (Auswertung nach Lineweaver und Burk). 


Ansatze: 0,1 ml Fermentlésung (Qco,, popa = 800), 1,5 ml 0,1lm Phosphatpuffer, 

Py 6,8, Pyridoxalphosphat wie angegeben; die Ansaitze wurden 60 Min. bei + 4° 

vorinkubiert und dann 0,985mg t-DOPA und Wasser ad 4,9 ml zugesetzt; 
Reaktionszeit 10 Min. 


Abb. 10. Hemmung der DOPA-Decarboxylierung durch Coferment-Uberschu8 
und ihre Abhangigkeit von der Substratkonzentration. 


Ansatze: 0,1‘m/ Enzymlésung (Qco,, popa = 450), 2,0 ml 0,lm Phosphatpuffer, 

py 6,8, Pyridoxalphosphat wie angegeben und Wasser ad 4,9 ml. Reaktionszeit 

10 Min. — Die Zahlen an den Kurven geben die pro Ansatz eingesetzte Menge 
L-DOPA in uMol an. 


g) Hemmung der DOPA-Decarboxylase durch Coferment- 
iiberschuB : Wird ein DOPA-Decarboxylase-Priparat durch Pyridoxal- 
phosphat aktiviert, so ist bei gleicher Cofermentmenge der Grad der 
Aktivierung abhangig von der gewihlten Substratkonzentration. 

Aus Abb. 10 ist ersichtlich, da die durch iiberoptimale Pyridoxal- 
phosphat-Konzentration bewirkte Hemmung der Decarboxylierung mit 
sinkender Substratkonzentration zunimmt. 

h) EinfluB von Pyridoxalphosphat-DOPAamin-Verbin- 
dung auf die DOPA-Decarboxylierung: Schott und Clark" 
wiesen an Hand spektrophotometrischer und enzymatischer Unter- 
suchungen eine ,,[Inaktivierung‘‘ des Pyridoxalphosphats durch DOPA, 
DOPAamin sowie durch eine Reihe von Phenylalaninderivaten nach. 
Sie fiihren das Absinken des prozentualen Umsatzes von DOPA bei der 


1H. F. Schott u. W. G. Clark, J. biol. Chemistry 196, 449 [1952]. 
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Decarboxylierung mit steigender Reaktionszeit und Substratkonzen- 
tration auf eine Blockierung des Coenzyms zuriick. Wir haben unter 
Verwendung von gereinigter DOPA-Decarboxylase die Hemmung der 
DOPA-Decarboxylierung durch DOPAamin und durch DOPAamin- 
Pyridoxalphosphat-Verbindung in Abhingigkeit von der Coenzym-Kon- 
zentration untersucht. 


Tab. 5. Hemmung der DOPA-Decarboxylierung durch DOPAamin und Pyridoxal- 
phosphat-DOPAamin-Verbindung in Abhangigkeit von der Coenzym-Konzentration. 
Ansatze: 0,2 ml Fermentliésung (Qco,, popa = 640), 1,5 ml 0,1m Phosphatpuffer, 
py 6,8, Pyridoxalphosphat laut Tabelle. 1 Stde. wurde bei + 4° vorinkubiert, 
dann mit Wasser auf 4,3 ml erginzt. Im Kipper: Substrat (0,985 mg L-DOPA) 
bzw. Substrat und Pyridoxalphosphat-DOPAamin-Verbindung bzw. Substrat und 
DOPAamin (Hemmstoff-Endkonzentration im Reaktionsansatz 1,56 x 10-4m), ge- 
lést in 0,6 ml Wasser; Reaktionszeit 10 Min. Der jeweils verwendete Hemmstoff 
wurde auch den Leeransatzen zugesetzt. 








pl CO,/10 Min. 
Y , 
Pyridoxal- — + DOPAamin + Te 
phosphat Zusats ‘ 
% Hemmung % Hemmung 
0 33 27 18 14 57,5 
5 71 58 18 35 51 
10 72 55 23,5 38 47,5 
4 70 57 18,5 38 46 
50 66 52 21 38 42 
100 65 49 24,5 48 27 
200 62 48 22,5 50 19,5 
600 35 47 A* 30 14 

















* A = Aktivierung 


Die Versuchsdaten lassen erkennen, daB Pyridoxalphosphat-DOPA- 
amin-Verbindung bei hohen Coenzym-Konzentrationen die DOPA-De- 
carboxylierung nicht beeinfluBt, bei niedrigen Pyridoxalphosphat-Kon- 
zentrationen aber stark hemmt. Auch DOPAamin hemmt, jedoch bleibt 
hier die Hemmung unabhingig von der Pyridoxalphosphat-Konzen- 
tration etwa gleich groB. Bei héheren Pyridoxalphosphat-Konzentra- 
tionen (510-4 und 6,6x10-4m) beobachtet man eine scheinbare 
Aktivierung durch DOPAamin. 

i) Hemmung der DOPA-Decarboxylierung durch D-DOPA: 
Um den EinfluB des biologisch inaktiven optischen Antipoden zu unter- 
suchen, wurde DL-DOPA und L-DOPA in Ansitzen mit und ohne 
Pyridoxalphosphat inkubiert (Abb. 11). 

Eine Hemmung der L-DOPA-Decarboxylierung durch aquimole- 
kulare Mengen D-DOPA, welche in den Versuchsansitzen ohne Coenzym 
etwa 50% betriigt, wird durch Pyridoxalphosphat-Zusatz wesentlich ab- 
geschwicht. 
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_ Die Tatsache, daB bei verschiedenen Organen der gleichen Tierart | beo 
und bei den gleichen Organen verschiedener Tierarten das Verhialtnis der | phc 
Decarboxylierung von DOPA zu der von DHPS groBen Schwankungen | tit 
unterliegt, fand zwei Deutungen: 1. Es gibt zwei verschiedene Decarb- | Ko 
oxylasen fiir DOPA und DHPS. 2. Es gibt art- und organspezifische | abn 
Unterschiede im Apoenzym, die Verschiebungen des Aktivitatsverhalt- | DO 
nisses gegeniiber DOPA und DHPS verursachen. vor 
Die von anderen Autoren beobachteten Schwankungen haben auch | vill 

wir festgestellt; dariiber hinaus ergab sich, daB die Aktivititen ein und Hy 
derselben Enzymlésung gegeniiber DOPA und DHPS von der Konzen- 
tration an Pyridoxalphosphat abhiingig sind. So wird die Decarboxy- | fer 
lierung von Hydroxyphenylserinen in den von uns verwendeten Meer- stre 
schweinchepnieren-Rohextrakten durch Pyridoxalphosphat gehemmt,die | unc 
Decarboxylierung von DOPA dagegen aktiviert. Diese Befunde lieBen Sel 
noch eine dritte Méglichkeit zu, nimlich daB Begleitstoffe in den Organ- anh 
homogenaten die Decarboxylierung von DOPA und DHPS durch das Ges 
gleiche Ferment in wechselndem Mae beeinfluBen. Die Gesamtheit mit 
unserer Befunde spricht fiir die dritte Méglichkeit. Da die Untersuchungen Ark 
nur mit Fermentmaterial aus Meerschweinchennieren durchgefiihrt We 
wurden, lassen sie eine Entscheidung iiber die zweite Alternative nicht zu. Ver 
Die Aktivitait des Fermentes ist bei Aktivierung durch 200 y Pyri- sick 
doxalphosphat gegeniiber L-DOPA auf allen Reinheitsstufen des Fer- tyr 
mentes etwa 30mal so hoch wie gegeniiber DHPS. In Konkurrenz- dra 
versuchen ergab sich niemals eine Addition der Aktivititen von DOPA den 
und DHPS. Die pu-Optima fiir beide Substrate sind verschieden. Eine selr 
starke Abhingigkeit vom Reinheitsgrad der Enzymlésung ergab sich fiir gefi 
die Lage der pu-Optima von DOPA und den Hydroxyphenylserinen. Sie rast 
werden fiir beide Substrate durch die Entfernung der Begleitsubstanzen 
um eine ganze pu-Einheit nach der alkalischen Seite hin verbreitert, nyn 
auBerdem verschwindet der fiir DHPS bei etwa pu 7 zu beobachtende 
deutliche Aktivititsabfall, welcher bei Messungen mit Rohextrakt zwei 
pu-Optima verursacht. 
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Da Brenzcatechinderivate mit Borationen Komplexe bilden™, war zu 
erwarten, da die DHPS-, nicht aber die 3-HPS-Decarboxylierung bei 
Messungen in Boratpuffer gehemmt wird. Dies war in der Tat der Fall. 
Die DOPA-Decarboxylierung aber wurde auch bei groBem UberschuB 
an Borationen nicht gehemmt, was dafiir spricht, daB die Affinitait von 
DOPA zum Enzym groBer ist als die zum Borat. Wird Pyridoxalphosphat 
mit Borat in groBem Uberschu8 (Molverhiltnis 1:400) vorinkubiert, so 
vermag es die DOPA-Apodecarboxylase nicht mehr zu aktivieren. 

Bei der Reinigung des Enzyms wird das Coenzym mehr oder weniger 
weitgehend abgetrennt. Es wird daher die Decarboxylierungsaktivitat 
von DOPA und den Hydroxyphenylserinen durch Pyridoxalphosphat- 
Zusatz stets aktiviert, wogegen bei Anwendung von Rohextrakt durch 
Pyridoxalphosphat-Zusatz meist eine Hemmung der Hydroxyphenylserin- 
Decarboxylierung und gelegentlich auch der DOPA-Decarboxylierung 
beobachtet wird. Der Giad der Aktivierung ist von der Pyridoxal- 
phosphat-Konzentration abhiangig ; so sinkt die Decarboxylierungsaktivi- 
tit nach Erreichen eines Héchstwertes bei optimaler Pyridoxalphosphat- 
Konzentration durch gréBere Mengen Coenzym wieder ab. Die Aktivitits- 
abnahme durch iiberoptimale Pyridoxalphosphat-Konzentration ist fiir 
DOPA stirker als fiir DHPS, wie ja auch die Aktivierung bei Anwendung 
von DOPA als Substrat stets deutlicher hervortritt als bei DHPS. Das 
vollig vom Coferment befreite Ferment vermag weder DOPA noch die 
Hydroxyphenylserine zu decarboxylieren. 

Das zugesetzte Pyridoxalphosphat wird nicht allein durch Holo- 
fermentbildung verbraucht, sondern auch durch Reaktion mit dem Sub- 
strat, ferner mit den durch die Decarboxylierung entstandenen Aminen 
und noch mit weiteren im Reaktionsgemisch vorhandenen Substanzen?%, 
Schott und Clark", sowie Holtz und Westermann" bestimmten 
anhand von enzymatischen und spektrophotometrischen Messungen die 
Geschwindigkeit der Entstehung von Pyridoxalphosphat-Verbindungen 
mit verschiedenen Aminen und Aminosiuren. Die Ergebnisse der beiden 
Arbeitskreise stimmen nicht ganz iiberein. Ordnet man nach Holtz und 
Westermann die Bildungsgeschwindigkeiten von Pyridoxalphosphat- 
Verbindungen mit den uns hier interessierenden Substanzen, so ergibt 
sich folgende Reihe: DHPS > DOPA > Noradrenalin > Hydroxy- 
tyramin > 3-HPS > 6-Hydroxy--[3-hydroxy-pheny]]-ithylamin (Nova- 
dral) > Adrenalin. Méglicherweise sind die erwihnten Unterschiede in 
den MeBergebnissen der verschiedenen Arbeitskreise durch den wech- 
selnden EinfluB von Metallverunreinigungen bedingt, da die stark gelb 
gefirbten Pyridoxalphosphat-Verbindungen nach Metallionenzusatz 
rasch ausbleichen. 

12 EK. Werle u. F. Roewer, Biochem. Z. 322, 320 [1952]; H. F. Zipf, Nau} 


nyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmacol. 207, 540 [1949]. 
13H. N. Christensen, J. Amer. chem. Soc. 80, 99 [1958]; Y. Matsuo, 


J. Amer. chem. Soc. 79, 2011 [1957]. 
4 P. Holtz u. E. Westermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 


Pharmacol. 281, 311 [1957]. 
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DaB an Pyridoxalphosphat gebundenes DOPA nicht decarboxyliert 
wird, geht aus den Untersuchungen von Pellerin und D’Ioro!® hervor, 
welche Stoffwechselprodukte von DOPA-'C nach Inkubation mit Rinder- 
nebennierenmark bei 37° (Phosphatpuffer, px 7,4, 0,005m DOPA) papier- 
chromatographisch identifizierten und quantitativ bestimmten. Nach 
2stdg. Inkubation wurden 10—15% des eingesetzten DOPA als DOPA.- 
amin und 1% als Schiffsche Base aus DOPA und Pyridoxalphosphat 
wieder gefunden; wurde dem Reaktionsansatz Pyridoxalphosphat zuge- 
setzt, so wurden 41° des Substrates als Pyridoxalphosphat-Verbindung 
wiedergefunden. Holtz und Westermann nehmen eine irreversible Um- 
wandlung der Schiffschen Basen aus Pyridoxalphosphat und den Sub. 
straten der DOPA-Decarboxylase an zu Verbindungen vom Typus des 
Tetrahydroisochinolins bzw. bei Brenzcatechinderivaten zu Aminoalky}- 
o-Chinon-Derivaten, deren Aminogruppe mit dem C-Atom 3 des Pyri- 
doxalphosphats verkniipft ist. 

In Ubereinstimmung mit den Versuchen von Holtz und Wester- 

- mann wird die DOPA-Decarboxylase durch Inkubate von Pyridoxal- 
phosphat mit DOPA und anderen Brenzcatechinamin-Derivaten ge- 
hemmt. Die Hemmwirkung der Pyridoxalphosphat-Verbindungen ist von 
der Coenzym-Konzentration abhiangig, wie dies am Beispiel von Pyri- 
doxalphosphat-DOPAamin gezeigt werden konnte (Tab. 5). Die Decarb- 
oxylierung wird also durch Verarmung an Holoferment, durch irre- 
versible Bindung des Substrates an Pyridoxalphosphat sowie durch Kon- 
kurrenz der Coenzym-Substrat- und Coenzym-Reaktionsprodukt-Ver- 
bindungen mit freiem Pyridoxalphosphat um das Apoferment gestoppt. 

Die Aktivierung der Apodecarboxylase durch Pyridoxalphosphat 
wird also durch eine Hemmung durch Pyridoxalphosphat-Verbindungen 
iiberlagert. Die GréBe der Hemmung hingt dann von der Bildungs- 
geschwindigkeit der jeweiligen Pyridoxalphosphat-Verbindung und der 
Affinitat dieser Verbindungen zum Enzym ab, die bei den verschiedenen 
Substraten und deren Decarboxylierungsprodukten sehr verschieden ist. 

So wird das Absinken der Decarboxylierungsaktivitaét bei iiber- 
optimaler Pyridoxalphosphat-Konzentration (Abb. 10) verstindlich, be- 
sonders bei niedriger Substratkonzentration, da hier der Substratver- 
brauch durch die Nebenreaktionen relativ gro ist. Bei optimaler Pyri- 
doxalphosphat-Konzentration ist die DDOPA-Decarboxylierungs-Ge- 
schwindigkeit in Gegenwart héherer Substratkonzentration geringer 
als bei niedriger Substratkonzentration, wahrscheinlich infolge Sub- 
strathemmung. Die Hemmung durch Coenzym-Uberschu8 wird so 
kompensiert, daB sie bei der héheren Substratkonzentration nicht so 
deutlich hervortritt wie bei der niedrigen. 

Die Decarboxylierung von L-DOPA wird beim Rohenzym durch 
aquimolekulare Mengen von D-DOPA zu etwa 50% gehemmt. Der Effekt 
ist wohl durch eine kompetitive Hemmung des Fermentes durch D-DOPA 





18 J, Pellerin u. A. D’Ioro, Canad. J. Biochem. Physiol. 35, 151 [1957]. 
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bedingt. Die Hemmung ist nach Zusatz von Pyridoxalphosphat ver- 
mindert. Wie L- so bildet auch D-DOPA einen Komplex mit Pyridoxal- 
phosphat. Nach Zugabe von DL-DOPA zum Enzym verteilt sich 
offenbar der DOPA-Verbrauch durch Komplexbildung mit Pyridoxal- 
phosphat auf beide Antipoden, so daB mehr Substrat fiir die Decarb- 
oxylierungsreaktion iibrig bleibt. Es resultiert so eine geringere Hemmung 
als zu erwarten ware. 

Es ist anzunehmen, daB auch die D-Form der Hydroxyphenylserine 
die Decarboxylierung der L-Hydroxyphenylserine beeinfluBt. Leider 
standen uns diese Substanzen nur als Racemate zur Verfiigung. 

Nach Clark, Weissbach und Udenfriend‘ ist die 5-Hydroxy- 
tryptophan-Decarboxylase der Meerschweinchenniere verschieden von 
der DOPA-Decarboxylase. Die Autoren beobachteten eine Anderung des 
Aktivitatsverhaltnisses gegeniiber DOPA und 5-HT im Verlauf der An- 
reicherung der 5-HT-Decarboxylase. Diese Bestimmungen wurden an- 
scheinend ohne Aktivierung durch Pyridoxalphosphat ausgefiihrt. In 
unseren Versuchen blieb dagegen das Decarboxylierungs-Verhiltnis fiir 
DOPA und 5-HT im Verlauf der Anreicherung der DOPA-Decarboxy- 
lase unverandert. Die Histidindecarboxylase dagegen wurde véllig ab- 
getrennt. Unsere Konkurrenzversuche mit 5-HT und DOPA ergeben wie 
die Konkurrenzversuche mit DOPA, DHPS oder 3-HPS die gleichen 
oder niedrigere Aktivititswerte wie fiir DOPA allein. Unsere Versuchs- 
ergebnisse sprechen also dafiir, daB DOPA, die Hydroxyphenylserine 
und 5-HT durch ein und dasselbe Ferment decarboxyliert werden. Es 
ist allerdings nicht ausgeschlossen, daB fiir die Decarboxylierung von 
DOPA und 5-HT zwei verschiedene Fermente vorliegen, deren Aktivitat 
durch die beiderseitigen Substrate konkurrierend gehemmt wird. 


Zusammenfassung 


1. Durch Hitzedenaturierung, Kieselguradsorption und Ammonium- 
sulfatfraktionierung wurde aus Meerschweinchennieren eine etwa 25fach 
angereicherte, sehr stabile DOPA-Decarboxylase gewonnen. Durch Chro- 
matographie an Aluminiumoxyd konnte diese bis 82fach angereichert 
werden, wobei jedoch die Stabilitét verloren ging. 

Im Verlauf der Reinigung wurde die Histidin- Decarboxylase von der 
DOPA-Decarboxylase vollkommen abgetrennt. Dagegen blieb das Akti- 
vitatsverhaltnis der Priparate gegeniiber DOPA, 3.4-Dihydroxy-phenyl- 
serin und 5-Hydroxy-tryptophan konstant. 

2. Eine vollstandige Abtrennung des Cofermentes gelang durch 
Dialyse des gereinigten Enzyms gegen Trilon-B-Lésung. Die Michaelis- 
Konstante der Apoferment-Coferment-Verbindung wurde zu 9x 10-8 m 
bestimmt. 

3. Der Grad der Aktivierung des Fermentes durch Pyridoxalphos- 
phat hangt von Art und Konzentration des Substrates und von Begleit- 
substanzen ab, da das Coenzym mit den Substraten und ihren Decarb- 
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oxylierungsprodukten Verbindungen bildet, welche die Decarboxy- 
lierung hemmen. Das verschiedenartige Verhalten der Enzymaktivitiit 
gegentiber DOPA und Hydroxyphenylserinen konnte gréBtenteils auf 
das Ineinandergreifen folgender Reaktionen zuriickgefiihrt werden: 
Apoferment + Pyridoxalphosphat = Holoferment; Holoferment -+ 
Substrat — Amin + CO,; Substrat -+ Pyridoxalphosphat + Hemm. 
stoff; Amin -+- Pyridoxalphosphat — Hemmstoff. 


‘Summary 


1. A 25 fold purification of the very stable DOPA decarboxylase 
from guinea pig kidney was achieved by heat denaturation, adsorption 
onto silica gel and fractionation with ammonium sulphate. By chromato- 
graphy on aluminium oxide, the enzyme was further purified up to 82 fold, 
but with a loss of stability. 

In the course of purification, the histidine decarboxylase was totally 
separated from the DOPA decarboxylase. However, the ratio of the 
activities of the preparations to DOPA, 3.4-dihydroxy-phenylserine and 
5-hydroxytryptophan remained constant. 

2. A complete separation of the coenzyme was possible by dialysis 
of the purified enzyme against a solution of Trilon B. The Michaelis 
constant of the apoenzyme-coenzyme complex was determined as 
9x 10-8 M. ° 

3. The activation of the enzyme by pyridoxal phosphate is dependent 
on the nature and concentration of the substrate and accompanying sub- 
stances, because the coenzyme forms compounds with the substrates and 
their decarboxylation products, which inhibit the decarboxylation. The 
different enzyme activities towards DOPA and hydroxy-phenylserine was 
shown to be due largely to the interaction of the following reactions: 
apoenzyme -+- pyridoxal phosphate =- holoenzyme; holoenzyme +  sub- 
strate — amine + CQ,; substrate +- pyridoxal phosphate -— inhibitor; 
amine + pyridoxal phosphate — inhibitor. 


Prof. Dr. Dr. E. Werle, Klin. Chem. Abteilung der Chirurgischen Klinik der 
Universitat Miinchen, NuBbaumstr. 20. 
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N*-Benzoyl-arginin-B-naphthylamid als Substrat 
zur quantitativen kolorimetrischen Bestimmung 
von Trypsin * 


Von 


Alfred Riedel und Erich Wiinsch, 
unter Mitarbeit von Alfons Hartl 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung in Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mai 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr.h.c. St. Goldschmidt zum 70. Geburtstag 


Unter den Enzymen, die in den letzten Jahren in immer steigendem 
MaBe Anwendung oder Interesse auf den verschiedensten Gebieten der 
Chemie und Medizin gefunden haben, nehmen die proteolytischen Enzyme 
zweifellos eine Sonderstellung ein. Wihrend fiir die wichtigsten Vertreter 
dieser Gruppe, nimlich Chymotrypsin!, Carboxypeptidase A? und Leucin- 
Aminopeptidase* bereits vor einigen Jahren elegante und absolut spe- 
zifische kolorimetrische Methoden zur Aktivitiitsmessung bekannt wurden, 
muBte es als Nachteil empfunden werden, daB fiir das sehr wichtige 
Trypsin, ein Enzym, das seit fast 25 Jahren in kristallisierter Form vor- 
liegt, eine derartige Methode bislang fehlte. 


An klassischen Methoden, die die ,,tryptische Aktivitat‘‘, also die Wirkung 
von Trypsin und Chymotrypsin gemeinsam zu messen gestatten, werden auch heute 
noch gréBtenteils das titrimetrische Verfahren nach Willstaétter und Wald- 
schmidt-Leitz* mit Gelatine oder Casein als Substrat angewendet, die Casein- 
Methode nach Kunitz®, bei der die Absorption der abgebauten tyrosin- und 
phenylalaninhaltigen Eiwei8fraktionen bei 280 mu gemessen wird, und schlieBlich 
die Hamoglobin-Methode von Anson‘, bei der die nach der enzymatischen Ein- 


* Auszugsweise von E. Wiinsch vorgetragen auf dem IV. Internat. KongreB 
f. Biochemie, Wien, 1. bis 6. 9. 1958; s. a. Zusammenfassungen, S. 42, Pergamon 
Press, London 1958. 

1 H. A. Ravin, Ph. Bernstein u. A. M. Seligman, J. biol. Chemistry 208, 1 
[1954]. 

2H. A. Ravin u. A.M.Seligman, J. biol. Chemistry 190, 391 [1951]; 
G. Wolf u. A. M. Seligman, J. Amer. chem. Soc. 78, 2080 [1951]. 

3 M. N. Greenstein, K. Ch. Tsou, R. Pressler u. A. M. Seligman, Arch. 
Biochem. Biophysics 57, 458 [1955]. 

4R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz, S. Dunaiturria u. G. 
Kiinster, diese Z. 161, 191 [1926]. 

5 M. Kunitz, J. gen. Physiol. 30, 291 [1947]. 

6 M. L. Ansonu. J. Mirsky, J. gen. Physiol. 16, 33, 39 [1932]; M. L. Anson, 
ebenda 22, 79 [1938]. 
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wirkung mit Trichloressigsiure nicht fallbaren tyrosin- und tryptophanhaltigen 
EiweiSbruchstiicke kolorimetrisch bestimmt werden. 

Nach den grundlegenden Arbeiten Bergmanns und seiner Schule’® iiber cie 
Seitenkettenspezifitat der proteolytischen Enzyme wurde eine Reihe von synthe. 
tischen Substraten u. a. auch fiir das Trypsin entwickelt, von denen die brauch- 
barsten Benzoyl-, Tosyl- und Hippuryl-L-argininamid, baw. die entsprechenden 
Lysinverbindungen sind. Der Nachteil dieser Methodik liegt in der relativ schwie- 
rigen quantitativen Bestimmung des freigesetzten Ammoniaks, wofiir von Neurath 
und Mitarbeitern® ein etwas kompliziertes Titrationsverfahren entwickelt wurde. 
Von Neurath stammt auch der Befund, da8 Trypsin, ahnlich wie Chymotrypsin, 
eine ,,Esterase-Aktivitat’’ besitzt’ und die Methylester der obigen Substrate be- 
deutend rascher spaltet als die entsprechenden Amide. Die Anwendung dieser 
Esterverbindungen zur Trypsin-Bestimmung in Enzymgemischen setzt allerdings 
die Abwesenheit von Esterase voraus. 

Um auch in Enzymgemischen, wie sie im Pankreas. in der Leber und anderen 
Korperorganen bzw. in Bazillen- und Pilzkulturen vorliegen, den ungefahren 
Gehalt an Trypsin bestimmen zu kénnen, konnte nach Bekanntwerden der spezi- 
fischen Bestimmungsmethode fiir Chymotrypsin! die Aktivitét von Trypsin plus 

*Chymotrypsin nach einer der oben genannten klassischen Methoden gemeinsam 
gemessen, in einem gesonderten Versuchsansatz der Chymotrypsinwert bestimmt 
und die Differenz mit einigen Vorbehalten als Trypsinmenge angenommen werden. 


Voraussetzung zur ersten, wenn auch indirekten und nicht sehr ge- 
nauen Bestimmungs-Methode von Trypsin in Enzymgemischen war also 
nach der obigen Darlegung das von Seligman und Mitarbeitern! be- 
schriebene Verfahren zur spezifischen Aktivititsmessung von Chymc- 
trypsin. Als Substrat dient hierbei Benzoyl-pL-phenylalanin-f-naphthyl- 
ester; durch das Enzym wird f-Naphthol in Freiheit gesetzt (wobei die 
Wirkung von Esterasen durch Zusatz von 20% Methanol und Arbeiten 
bei + 5° so gut wie quantitativ unterdriickt werden kann) ; das Naphthol 
1aBt sich mit tetrazotiertem Di-o-anisidin zu einem kraftig roten, mit 
Essigester extrahierbaren Azofarbstoff kuppeln und kolorimetrisch 
messen. 

Auf derselben Basis wurde von Seligman und seiner Schule eine Reihe 
anderer f-Naphthylester- bzw. $-Naphthylamid-Substrate entwickelt, namlich 
N-[Carbo-8-naphthoxy]-L-phenylalanin fiir Carboxypeptidase A?, 1-Leucin-f- 
naphthylamid fir Leucin-Aminopeptidase*, Essigsiure-f-naphthylester fiir Este- 
rase!®, Laurinséure- bzw. Palmitin/Stearinsiure-f-naphthylester fiir Lipase®, Na- 
bzw. Ca-6-Naphthylphosphat fiir Phosphatasen™, O-[Carbo-B-naphthoxy ]-cholin- 
jodid fiir Serum-Cholinesterase!2, und [8-Benzamino-naphtol-(2) ]-f-p-glucuronid 
fiir B-p-Glucuronidase™’. 

Es war daher naheliegend, auf derselben Grundlage ein Substrat zu 
entwickeln, das in ahnlich eleganter Weise die Aktivitat von Trypsin zu 


7 M. Bergmann, J.S. Fruton u. H. Pollok, J. biol. Chemistry 127, 643 
[1939]. 

8 K. Hofmann u. M. Bergmann, ebenda 130, 81 [1939]. 

9 G.W.Schwert, H. Neurath, S. Kaufman u. J.S.Snoke, J. biol. 
Chemistry 172, 221 [1948]. 

10 M. M. Nachlas u. A. M. Seligman, J. biol. Chemistry 181, 343 [1949]. 

11 A.M. Seligman, H. H. Chauncey, M. M. Nachlas, L. H. Manheimer 
u. H. A. Ravin, J. biol. Chemistry 190, 7 [1951]. 

12H, A. Ravin, K.Ch. Tsou u. A. M. Seligman, J. Biol. Chemistry 191, 
843 [1951]. 
13 §. H. Rutenburg u. A. M. Seligman, J. biol. Chemistry 208, 731 [1953]. 
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messen gestattet. In Anlehnung an die oben zitierten Arbeiten wurde 
zunichst N*-Benzoyl-lysin-[diphenylenoxyd-(3)-ester]* dargestellt. An- 
laB hierzu war einmal die gréBere Hydrolysenbestindigkeit und damit ein 
geringerer autolytischer Blindwert dieser Verbindung gegeniiber den 
p-Naphthylestern, und zum anderen die Tatsache, dafi auch 3-Hydroxy- 
diphenylenoxyd* eine sehr geeignete Komponente fiir die Kupplung zu 
Azofarbstoffen darstellt. Abbauversuche an diesem Substrat mit kristal- 
lisiertem Trypsin verliefen jedoch negativ. Ebensowenig gelang es, 
Benzoyl-pu-phenylalanin-[diphenylenoxyd-(3)-ester] als Substrat fiir 
Chymotrypsin einzusetzen. Zur Erklirung darf wohl in diesen Fallen ein 
sterischer Hinderungseffekt angenommen werden. Daraufhin wurde die 
Synthese von N*-Benzoyl-arginin-f-naphthylamid versucht ; der Arginin- 
Verbindung wurde vor dem Lysin-Derivat der Vorzug gegeben, weil jene 
gegeniiber Trypsin empfindlicher ist?®, und das Naphthylamid wurde 
dem Naphthylester wegen der gréferen Hydrolysenbestindigkeit vor- 
gezogen. 

Die Amidverkniipfung einer sterisch gehinderten Carboxylkomponente — im 
vorliegenden Fall Cbo-Nitroarginin — mit einem sehr schwach basischen und zu- 
gleich noch sterisch sperrigen Amino-Derivat — hier 6-Naphthylamin — kann nach 
den Erfahrungen des hiesigen Laboratoriums meist mit gutem Erfolg mit Hilfe der 
Isocyanat-!4 oder Phosphorazo-Methode!®, d. h. mit einer Aktivierung der nucleo- 
philen Aminogruppe, erreicht werden. 

Die Umsetzung von f-Naphthyl-isocyanat mit Cbo-L-Nitroarginin lieferte 
jedoch in fast quantitativer Ausbeute N,N’-Dinaphthyl-harnstoff und symm.- 
Cbo-Nitroarginin-anhydrid ; letzteres lie sich mit Anilin glatt zu Cbo-Nitroarginin- 
anilid vom Schmp. 166° umsetzen. 

Dieser Reaktionsverlauf ist ein weiteres Beispiel fiir die bei dem Isocyanat- 
Verfahren vielfach eintretende Konkurrenzreaktion, die ihren Ursprung in der 
Disproportionierung des zunachst gebildeten gemischten Anhydrids einer N- 
Carbonsaure hat!*: 


2 R—CO—O—CO—NH—R’ 


R’—NH—CO—NH—R’ + R—CO—O—CO—O—CO—R 
| — 80, 
R—CO—O—CO—R 


Im vorliegenden Fall, wie auch beim Einsatz von N-Carbonyl-«-amino- 
dicarbonsaure-estern!’ wird diese Konkurrenz- zur Hauptreaktion. 

Auch: die Anwendung der Phosphorazo-Methode fiihrte nicht zum Erfolg. 
Nach unseren bisherigen Ergebnissen wirkt die als Nebenprodukt entstehende 
Poly-metaphosphorige Saure reduzierend auf die Nitroguanido-Gruppe, so daB die 
Isolierung eines einheitlichen Reaktionsproduktes zunachst noch nicht gelang. 


* Bezifferung des Diphenylenoxyds nach Beilsteins Handbuch der organ. 
Chem., Bd. 17, II. Erg.-Werk, S. 68, Anmerkung. Nach Ring Index Nr. 1719 ist 
die Stellung mit 2 zu bezeichnen. 

4 St.Goldschmidt u. M. Wick, Z. Naturforsch. 5b, 170 [1950]; St. 
Goldschmidt u. M. Wick, Liebigs Ann. Chem. 575, 217 [1952]. 

15 St. Goldschmidt u. H. Lautenschlager, Liebigs Ann. Chem. 580, 68 
[1953]. 

16 C. Naegeliu. A. Tyabji, Helv. chim. Acta 18, 142 [1935]. 

17 E. Wiinsch, Dissertation, Universitit Miinchen 1955. 
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Es gelang schlieBlich, N*-Benzoyl-L-nitroarginin mit B-Naphthyl. | 


amin nach der Sheehanschen Carbodiimid-Methode!® zu kuppeln. Die 
Aufarbeitung des Reaktionsgemisches lieferte ein Produkt, das sich beim 


Behandeln mit heiBem Aceton leicht in zwei Komponenten trennen lie8, | 
Der uniésliche Riickstand (34% d. Th., Schmp. 219—220°) erwies sich als | 
die gesuchte Verbindung. Nach hydrogenolytischer Entfernung der w- | 


Nitro-Gruppe konnte analytisch reines N*-Benzoyl-arginin-$-naphthyl- 


amid (isoliert als Hydrochlorid) in 82% Ausbeute erhalten werden | 
(Schmp. 193—194°). Der acetonlésliche Anteil (Nadeln vom Schmp. | 
186—187,5°) ergab Analysenwerte fiir ein um 1 Mol Wasser armeres | 


Benzoyl-nitroarginin (Oxazolon-Derivat ?). 
Wider Erwarten wurde das erhaltene N*-Benzoyl-arginin-$-naph- 
thylamid bei enzymatischen Abbauversuchen mit Trypsin nur zu 50% 


gespalten. Der Verdacht, daB bei der Synthese des Substrats vollstindige | 


-Racemisierung eingetreten war, wurde durch salzsaure Hydrolyse des 


Arginin-Derivats und Isolierung der Aminosiiure iiber die Benzyliden- | 


verbindung?® bestitigt; das abgespaltene Arginin zeigte keine optische 
Aktivitét, Abbau durch Arginase erfolgte zu 48%. 

Auf Grund dieser Befunde méchten wir annehmen, daB die Synthese 
mittels Dicyclohexyl-carbodiimid iiber ein Oxazolon verliuft und dieses 
nucleophil durch £-Naphthylamin zum gewiinschten Amid aufgespalten 
wird. Hierbei tritt zwangsliufig Verlust der optischen Aktivitat ein. Den 
Reaktionsmechanismus hoffen wir mit der Identifizierung des oben be- 
schriebenen acetonléslichen Produktes in Kiirze kliren zu kénnen. 


Auch ein zweiter Syntheseweg fiihrte zum selben Ergebnis: Wenn ' 


anstelle der Nitro-Verbindung N*-Benzoyl-L-arginin-hydrochlorid mit 
f-Naphthylamin nach der Carbodiimid-Methode umgesetzt wurde (vgl. 
hierzu 1. c.2°), betrug die Ausbeute wiederum nur 32%, die sich auch 
durch Variation der Reaktionsbedingungen nicht steigern lieB; die Ver- 
bindung war optisch inaktiv, die enzymatische Spaltung mit Trypsin 
erfolgte zu 50%. Mit der Synthese von optisch aktivem N*-Benzoy]l-t- 
arginin-B-naphthylamid sind wir z. Z. beschiiftigt. 

Uber die Verwendung von N*-Benzoyl-arginin-f-naphthylamid als 
Substrat zur quantitativen kolorimetrischen Bestimmung der pflanzlichen 
Proteasen Papain und Ficin werden wir demnichst berichten. 


Herrn Prof. Dr. W.GraBmann danken wir herzlich fiir das férdernde | 


Interesse an dieser Arbeit. 


18 J.C.Sheehan, M.Goodman u. G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 
1367 [1955]. 


19 M. Bergmann u. L. Zervas, Collegium [Darmstadt] 675, 294 [1926]; : 


diese Z. 152, 286 [1926]. 


20 R. A. Boissonas, St.Guttmann, J. P. Waller u. P. A. Jaquenoud, d 


Experientia [Basel] 12, 446 [1956]. 
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Beschreibung der Versuche 


Praparative Versuche 
N*-Benzoyl-t-arginin-hydrochlorid: 39,6 g Benzoyl-L-arginin’, ge- 
lést in 100 ml Aceton + 14,2 ml 10n HCl werden im Vak. zur Trockene gedampft; 
der verbleibende Riickstand wird im Vak. iiber P,O,; getrocknet. Schmp. 298° 
(Zers.); Ausb. 44 g (98% d. Th.). 
[a};8: — 8,0° (c = 2, Wasser). 
N*-Benzoyl-pu-arginin-f-naphthylamid-hydrochlorid: 31,5 g N°- 
Benzoyl-yi-arginin-hydrochlorid und 14,3 g B-Naphthylamin werden in 
300 ml Dimethylformamid gelést und nach Zugabe von 20,9g Dicyclohexyl- 
carbodiimid 61 Stdn. bei Raumtemperatur belassen. Die vom ausgeschiedenen 
Harnstoff abfiltrierte Losung wird im Vak. weitgehend eingedampft. Der Riick- 
stand wird nach Digerieren mit Ather in Alkohol gelést. Nach Zugabe von Essig- 
ester/Ather scheidet sich die Verbindung als 0] ab, das nach Abtrennen in heiBem 
Wasser gelést wird. Die noch warme war. Lésung wird mit Essigester iiber- 
schichtet und geschiittelt. Nach dem Trennen der Phasen scheiden sich an der 
Beriithrungsflache Kristalle ab. Sie werden abgesaugt und getrocknet. Nach Um- 
kristallisieren aus Methanol-Wasser oder Methanol-Essigester: Schmp. 193—194°; 
Ausb. 13,8 g (832% d. Th.). 
[a}7?: O + 1° (c = 1, Alkohol). 
C.3H,;N;0,,HCI1 (493,9) Ber. N 15,92 Cl 8,05 
Gef. N 15,67 Cl 7,80 
N*-Benzoyl-N®-nitro-L-arginin: 21,92 g N®-Nitro-arginin werden 
in 50 ml 2n NaOH gelést, auf 0° abgekiihlt und unter kraftigem Riihren mit 14,06 g 
= 11,54 ml Benzoylchlorid und 50 mi 2” NaOH portionsweise versetzt. Nach 
dem Ansauern auf pq 2 wird das ausgeschiedene (1 in Essigester aufgenommen, 
die Lésung nach Waschen und Trocknen iiber Natriumsulfat im Vak. eingedampft. 
Der Riickstand wird aus Essigester-Petrolather umkristallisiert und dann noch 
dreimal mit Petrolaither ausgekocht. Schmp. 169—170° (Zers.); Ausb. 27,4 g 
(85% d. Th.). 
C,3H,,N;0; (323,38) Ber. C 48,29 H 5,30 N 21,66 
. Gef. C 48,18 H 5,24 N 21,50 
N*-Benzoyl-N®-nitro-pL-arginin-f-naphthylamid: 32,33 g N*- Benzoyl- 
N®-nitro-L-arginin und 14,3 g B-Naphthylamin, gelést in 450 ml Dimethyl- 
formamid/Methylenchlorid 1:2, werden mit 20,9 g Dicyclohexyl-carbodiimid ver- 
setzt und 12 Stdn. bei Raumtemperatur belassen. Man erwarmt anschlieBend noch 
2Stdn. auf dem Wasserbade und entfernt die Lésungsmittel im Vakuum. Der 
Riickstand wird mit kaltem Dimethylformamid behandelt; vom ungelésten Di- 
cyclohexyl-harnstoff wird abfiltriert. Die Lésung wird im Vak. eingeengt; nach 
Zugabe von Essigester tritt Kristallisation ein. Ausb. 23,2 g. Die Mutterlauge wird 
mit verd. Salzsiure, NaHCO,-Lésung und Wasser gewaschen, getrocknet und auf 
ein kleineres Volumen eingeengt. Beim Aufbewahren im Kiihlschrank scheiden sich 
weitere Kristalle ab (7g). Gesamtausbeute 30,2 g. Die vereinigten Fraktionen 
werden mit trockenem Aceton unter Riickflu8 gekocht und noch hei® filtriert. 
Riickstand: 15,0 g (= 34% d. Th.). Schmp. 219—220°. 
Cy3H,,N,O, (448,5) Ber. C 61,59 H 5,39 N 18,74 
Gef. C 61,65 H 5,33 N 18,76 
Die Acetonlésung wird im Vak. auf ein kleineres Volumen eingeengt und im 
Eisschrank aufbewahrt. Farblose Nadeln vom Schmp. 186—187,5° nach Um- 
kristallisieren aus Aceton. Ausb. 13,2 g. 
C,3H,;N;0, (305,3) Ber. C 51,14 H 4,94 N 22,94 
Gef. C 51,40 H 5,08 N 22,73 
N*-Benzoyl-pu-arginin-#-naphthylamid-hydrochlorid: 8,97 g N*- 
Benzoyl-N®-nitro-arginin-f-naphthylamid werden in Eisessig gelést und 
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in Gegenwart von Palladiumschwarz mit katalytisch erregtem Wasserstoff be- 
handelt. Die filtrierte Lésung wird im Vak. eingeengt und mit der berechneten 
Menge In HCl und Wasser versetzt. Das abgeschiedene halbfeste Produkt wird in 
heiBem verd. Methanol aufgenommen und vorsichtig mit Wasser versetzt. Die 
Kristallisation wird beim Aufbewahren im Kiihlschrank vollstandig. Nach Um- 
kristallisieren aus Methanol-Wasser oder Methanol-Essigester Kristalle vom Schmp. 
193—194°; Ausb. 7,2 g (82% d. Th.). 

[a}70: 0 + 1 (c = 1,6, Methanol). 

C,3H,;N;0,° HCl (439,9) Ber. N 15,92 Cl 8,05 
. Gef. N 16,00 Cl 7,92 

Benzyliden-p.L-arginin: 1g Benzoyl-pL-arginin-f-naphthylamid- 
hydrochlorid wird mit 50 ml 5n HCl versetzt und 20 Stdn. unter Riickflu8 
gekocht. Die Lésung wird nach Verdiinnen mit Wasser mehrmals mit Ather aus- 
geschiittelt, im Vak. auf wenige mi eingedampft, auf py 8—9 gestellt und mit 
0,3 ml frisch destilliertem Benzaldehyd geschiittelt. Nach 6stdg. Stehenlassen 
bei 0° wird der Niederschlag abgesaugt und mit wenig Eiswasser, Alkohol und 
Ather gewaschen. Nach Umkristallisieren aus méglichst wenig Wasser Ausb. 0,41 g¢ 
(68,7% d. Th.). 

pL-Arginin-hydrochlorid: Die Benzylidenverbindung des Arginins 
wird mit 1,56 ml 1n HCl iibergossen und bis zum beginnenden Sieden erhitzt. 
Nach Abkihlen wird die erhaltene Lésung sorgfaltig ausgeaithert, auf etwa 0,5 ml 
eingedampft und mit heiBem Alkohol versetzt. Beim Aufbewahren im Kihlschrank 
kristallisiert chromatographisch reines Arginin-hydrochlorid aus. Ausb. 295 mg 
(90% d. Th.). 

[a}i®: O-+ 1 (c = 2, 5n HCl). 

Arginase-Abbau des Arginin-hydrochlorids: 8,5 mg des isolierten 
Arginin-hydrochlorids werden mit Pufferlosung von pp 9,2 versetzt und mit 
Arginase inkubiert. Der gebildete Harnstoff wird durch Zugabe von Xanthydrol 
als Dixanthylharnstoff gelést und kolorimetrisch bestimmt. In einem Vergleichs- 
ansatz werden 8,5 mg .L-Arginin-hydrochlorid unter den gleichen Bedingungen 
mit Arginase abgebaut. 

Gefundepe Menge Harnstoff in der Probelésung: 1,16 mg (48% d. Th.) 

Gefundene Menge Harnstoff im Vergleichsansatz: 2,33 mg (96% d. Th.). 

N*-Benzoyl-N*-carbobenzoxy-p.t-lysin-[diphenylenoxyd-(3)- 
ester]: 15,36 g N*-Benzoyl-N&-carbobenzoxy-pDL-lysin®! + 11,0g Tri- 
fluoressigsaiure-anhydrid werden auf dem Wasserbade bis zur klaren Liésung 
erwarmt. Nach Zugabe von 7,6g 3-Hydroxy-diphenylenoxyd wird noch 
30 Min. auf dem Wasserbad erhitzt. Nach Erkalten wird das Reaktionsgemisch 
zwischen Essigester und verdiinnte Kaliumhydrogencarbonatlésung verteilt; die 
abgetrennte Essigesterphase wird mit Kaliumhydrogencarbonatlésung und Wasser 
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und im Vak. eingedampft. Der gallert- 
artige Riickstand wird in heiBem Methanol gelést und im Eisschrank iiber Nacht 
aufbewahrt. Das ausgeschiedene Produkt wird abgesaugt und im Vakuumexsik- 
kator iiber P,O,; getrocknet. Schmp. 110—111°; Ausb. 13,5 g (61% d. Th.). 

Cy3H39N.0, (550,6) Ber. C 71,98 H5,62 N 5,08 
Gef. C 71,88 H5,74 N 4,96 

N*-Benzoyl-pui-lysin-[diphenylenoxyd-(3)-ester]-hydrochlorid: 
5,5 g des Carbobenzoxy-Derivats werden mit 20 ml lm HBr-Eisessig iiber- 
gossen und bei 25° in Gegenwart von wenig Phenol 12 Stdn. stehen gelassen. 
Nach Entfernung des Eisessigs im Vak. wird der Riickstand mit Essigester und 
Kaliumhydrogencarbonat-Lésung in der Kalte behandelt. Die Essigesterphase 
wird gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet; beim Einleiten von trockenem 
Chlorwasserstoff fallt das Hydrochlorid des Esters aus. Nach Umkristallisieren 
aus Alkohol-Ather: Ausb. 3,75 g (81% d. Th.). 


21 J. P.Greenstein, J. org. Chemistry 2, 480 [1937]. 
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C,;H,,N,0,: HCl (462,9) Ber. N 6,05 Cl17,66 
Gef. N 5,94 C17,48 
N*-Benzoyl-pi-phenylalanin-(diphenylenoxyd-(3)-ester]: 13,45 g 
N*-Benzoyl-put-phenylalanin + 13,75g Trifluoressigsaure-anhydrid 
werden auf dem Wasserbad bis zur klaren Lésung erwarmt. Nach Zugabe von 
9,5 g 3-Hydroxy-diphenylenoxyd erhitzt man noch 30 Min. auf dem Wasser- 
bad und fiigt dann sofort 50 ml heiBes Methanol zu. Es erfolgt unmittelbare Kristal- 
lisation. Nach Umkristallisieren aus heiBem Alkohol Schmp. 181—182°; Ausb. 
16,5 g (75% d. Th.). 
C,,H»,NO, (435,5) Ber. ©77,22 H4,86 N 3,22 
Gef. C 77,45 H5,10 N 3,10 


Enzymatische Versuche 

Reagenzien: 

1. Trypsin: ,,Trypure Novo“, kristallisiert und stabilisiert ; Hersteller: Novo 
Industri A/S, Kopenhagen. — Nach Angaben der Hersteller enthalt das Praparat 
25 Anson-Einheiten/g = 6250 Willstatter-Einheiten/g. 

Das Enzym wurde in 0,001n HCl gelést, wobei die Konzentration so gewahlt 
wurde, daB die gewiinschte Menge in 0,1—1,0 m/ enthalten war. 

2. Substrat: N*-Benzoyl-piL-arginin-8-naphthylamid-hydrochlorid wurde in 
Methanol gelést (5 mg/ml). 

Fir die Versuche zur Feststellung der Racemisierung des Substrats wurde 
eine 0,001m methanol. Lésung verwendet (0,44 mg/ml). 

3. Pufferlésung: Fiir die enzymatischen Abbauversuche ist Tris- und 
Veronal-Puffer gleichermaBen geeignet. Fiir die im folgenden beschriebenen Ver- 
suche wurde das unter b) genannte Puffergemisch verwendet. 

a) 0,05m Tris-Puffer, py 7,8: 250 ml 0,2m Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan 
(24,23 g/l) + 300 ml 0,1n HCl, auf 11 aufgefiillt. 

b) 0,143m Veronal-Puffer, py 7,8, nach Michaelis- Wiedemann: 

Stammlésg. I: 29,483 g Na-Diathyibarbiturat + 19,460 g CH,COONa-3H,0, 

auf 1/ aufgefillt. 

Stammliésg. II: 3,3proz. Kaliumoxalat-Lésung (K,C,0,-1H,0). 

Stammlésg. III: 0,1n HCl. 

Fir 1/ Pufferlésung werden gemischt: 200 ml Lésung I + 80 ml Lésung II 
+ 140 ml Lésung III, Wasser ad 1 J. 

c) 0,05m Veronal-Puffer, pH 7,8 nach |. c.23: 6,84g Na-Diathylbarbiturat 
werden in etwas Wasser gelést, mit 169 m/ 0,1n HCl versetzt und auf 1/ auf- 
gefiillt. - 

4. Echtblausalz B: Das durch die Enzymeinwirkung aus dem Substrat 
freigesetzte B-Naphthylamin wurde mit tetrazotiertem Di-o-anisidin zum <Azo- 
farbstoff gekuppelt. Die Kupplungskomponente ist als 20proz. stabilisiertes Salz 
unter dem Handelsnamen ,,Echtblausalz B‘‘ (Bayerwerk, Leverkusen) im Handel. 
Es ist hygroskopisch und verliert bei langerem Lagern an Aktivitit. Wahrend 
der Enzymarbeiten ist es daher notwendig, etwa wéochentlich mit bekannten 
Mengen f-Naphthylamin eine Testkurve zu bestimmen. Zur Anwendung kommt 
eine frisch bereitete waBr. Lésung (4 mg/ml). 

5. Trichloressigsiure: Um die Farbstoffbildung zu unterbrechen, vor- 
handene Eiweifstoffe auszufallen und die nachfolgende Extraktion mit Essig- 
ester zu erleichtern, wurde eine 1m waBr. Lésung von Trichloressigsiure verwendet 
(163,4 g/l). 


22 KE. Wiedemann in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch d. physiol.- u. 
pathol.-chem. Analyse, 10. Aufl., Bd. I, S.54 u. zwar S.85, Springer-Verlag, 
Heidelberg 1953. 

23 Kister-Thiel-Fischbeck, Logarithmische Rechentafeln, 8. 148. Walter 
de Gruyter & Co., Berlin 1958. 
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Bei der Untersuchung von Organ-, Bacillus- und Fungus-Extrakten ist es 
bisweilen nétig, eine 40proz. Lésung anzuwenden, um eine quantitative Extraktion 
des Farbstoffs zu erreichen. In diesen Fallen mu8 die Extinktion der Farbstoff- 
lésung innerhalb 10—15 Min. gemessen werden, da sie pro Stunde um etwa 10% 
abnimmt. 

6. B-Naphthylamin: Zur Routinebestimmung der Aktivitaét des Echtblau- 
salz B wurde eine 0,001m methanolische Lésung von 6-Naphthylamin verwendet 
(0,143 mg/ml). 

Kolorimeter: Der gebildete Azofarbstoff hat sein Absorptionsmaximum 
bei 525 my. Wenn daher ein Prismengerat, z.B. Beckman Spektralphotometer 
Modell B, zur Verfiigung steht, empfiehlt es sich, alle Extinktionsmessungen bei 
der genannten Wellenlinge vorzunehmen. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche sind mit dem photoelektrischen 
Kolorimeter Eppendorf, Modell ,,Medeor® mit Griinfilter 546 my, Schichtdicke 
10 mm, ausgewertet. 

Testkurve fiir B-Naphthylamin: Mit Schliffstopfen versehene, zweck- 
maBig bei 5 ml markierte Reagenzglaser (etwa 30 ml Volumen), wurden mit Hilfe 
einer Mikropipette mit steigenden Mengen einer 0,001m methanol. Lésung von 
B-Naphthylamin (Lésg. 6) versetzt (zwischen 5 und 140 yg). Um den durch 
EnzymeiweiB adsorbierten und nicht extrahierbaren Anteil des Farbstoffs zu be- 
ricksichtigen, wurden zu jedem Glas 0,5 ml (= 0,1 mg) Trypsinlésung (Lésg. 1) 
zugegeben. Mit Puffer, py 7,8 (Losung 3a, b oder c) wurde auf 5 ml aufgefiillt, 
mit Stopfen verschlossen, gemischt und im Thermostaten auf 37° erwarmt. 

1 ml frisch bereitete 0,4proz. Lésung von Echtblausalz B (Lésg. 4) wurde 
zugegeben und nach 3 Min. mit 1 m/ 1m Trichloressigsiure (Lésg. 5) versetzt. Die 
Proben wurden mit je 10 mi Essigester kraftig ausgeschiittelt und zur schnelleren 
Schichtentrennyung 1—2 Min. zentrifugiert. 

Die Extinktion der abdekantierten Farbstofflésung wurde gegen einen Blind- 
wert gemessen, der unter denselben Bedingungen ohne £-Naphthylamin-Zusatz 
mitgelaufen war. 

Versuche zum Beweis der vollstaindigen Racemisierung des Sub- 
strats: In einem 50-ml-MeBkolben wurden 5 ml Trypsinlésung (0,4 mg/ml, Lésg. 1) 
mit etwa 35 ml Puffer, pq 7,8 (Lésg. 3b) versetzt, gemischt und im Thermostaten 
auf 37° erwarmt. 5 m/l 0,001m Substratlésung (Lésg. 2) wurden zugegeben (Ver- 
haltnis Enzym: Substrat = 1,0: 1,1), mit Pufferlosung auf 50 m/ aufgefiillt und 
bei 37° inkubiert. 

Unter denselben Bedingungen wurde eine Blindprobe angesetzt, bei der das 
Enzym durch langsames Aufkochen iiber freier Flamme zerstért worden war. 

SchlieBlich wurde noch eine Testprobe angesetzt, die neben Enzym und 
Puffer statt der Substratlésung je 5 ml 0,001m $-Naphthylaminlésung (Lésg. 6) 
und 0,001m Benzoyl-argininlésung enthielt. Sie muBte also bei der Anfarbung 
Farbstoffmengen bilden, die 100proz. theoretischer Spaltung des Substrates ent- 
sprachen. 

Aus allen drei Ansitzen wurden nach verschiedenen Inkubationszeiten 
(15 Min. bis 6 Stdn.) je 5-m/-Proben entnommen und wie oben beschrieben an- 
gefarbt, extrahiert und gemessen. 

Nach knapp 2 Stdn. war ein Extinktionswert erreicht, der recht genau 
50proz. Spaltung entsprach und sich in den folgenden 4 Stdn. nicht mehr anderte. 
Auch die Verlangerung der Inkubationszeit auf 24 Stdn. brachte keine weitere 
Erhohung. 

Um die Méglichkeit auszuschlieBen, daB das Enzym inaktiviert worden war, 
wurde nach 24 Stdn. frische Trypsinlésung zugesetzt und nach weiterer Ein- 
wirkungszeit erneut gemessen. Es konnte kein weiterer Abbau festgestellt werden. 

Um sicherzustellen, daB die p-Verbindung absolut resistent gegen Trypsin- 
einwirkung ist, wurde in einem weiteren Versuch die Enzymmenge bis zum Fiinf- 
fachen der eingesetzten Substratmenge gesteigert. Das Ergebnis ist in Abb. 1 
wiedergegeben. 
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Abb. 1. Spaltung von N*-Benzoyl-arginin-$-naphthylamid durch Trypsin bei ver- 
schiedenen Enzymkonzentrationen. Das Verhaltnis Substrat/Enzym betrug 
a) 1:0,1; b) 1:0,2; c) 1:0,5; d) 1:1,0; e) 1:2,0; f) 1:5,0. 


Die Resultate beweisen, da8 der Abbau des Substrats bei 50proz. Spaltung 
zum Stillstand kommt, daB also die Synthese des Substrats mit einem vélligen 
Verlust der optischen Aktivitét des Arginins verbunden ist. Zum weiteren Beweis 
wurde eine unspezifische chemische Hydrolyse des Substrats durchgefiihrt: Eine 
Probe wurde mit 6n HC! 12 Stdn. bei 120° hydrolysiert und das frei gesetzte 
B-Naphthylamin nach der iiblichen Methode angefarbt und bestimmt. Innerhalb 
der Fehlergrenze lag die Spaltung bei genau 100%. 

Eichkurve mit kristallisiertem Trypsin: Um den linearen Bereich der 
Kichkurve méglichst groB zu halten, wurden die folgenden Reaktionsbedingungen 
gewahlt: 

In die unter ,,Testkurve fiir B-Naphthylamin“ beschriebenen Reagenzgliser 
wurden steigende Mengen Trypsinlésung (0,05—1,00 ml = 5—100 yg, Verhaltnis 
Enzym/Substrat = 1:12,5 bis 1:500) pipettiert. Von der niedrigsten und héchsten 
Konzentration wurden Blindwerte angesetzt, 
in denen die Enzymaktivitaét durch langsames 20 
Aufkochen zerstért wurde. Die dazwischen- Vs +0 





liegenden Blindwerte kénnen aus den Meb- 
ergebnissen interpoliert werden. Mit Puffer- A 
lésung wurde auf 5 ml verdiinnt, aus einer “Ss / 
Mikropipette je 0,5 ml Substratlésung (Lésg. 2) 15 
zugegeben, mit Stopfen verschlossen, gemischt 
und im Thermostaten 30 Min. bei 37° inkubiert. 
AnschlieBend wurde wie oben beschrieben an- 
gefarbt und gemessen. Als Bezugslésung fiir 
die Extinktionsmessung diente Essigester. O 

Im beschriebenen Falle ist der Blindwert é 
und damit die autolytische Spaltung des Sub- / 
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strats gleich null. Abb. 2 gibt die Eichkurve 
wieder. 

Als Trypsin-Einheit (TE) wurde diejenige 05 
Menge Enzym definiert, die unter den ange- 
gebenen Standardbedingungen aus 2,5 mg 
N*-Benzoyl-pL-arginin-f-naphthylamin-hydro- 
chlorid (= 1,25 mg t-Verbindung) in 30 Min. 
lug f-Naphthylamin in Freiheit setzt. ap ae 

1 mg krist. Trypsin ,,Trypure Novo“ ent- ug Trypsin —a— 
halt danach 1470 TE; 1 Anson Einheit ent- 
spricht 58700 TE, bzw. 1 Willstatter-Einheit | Abb. 2.|Eichkurve mit kristalli- 
= 235 TE. siertem Trypsin. 
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Spezifitat des Substrats: Das Substrat wurde der Einwirkung von ver- 
schiedenen tierischen Proteasen und von Esterase unterworfen. Bei einer Inkuba- 
tionszeit von 1 Stde. wurden bis zu 100mal héhere Enzymkonzentrationen ein- 
gesetzt, als sie fiir die Aktivitatsmessung des Trypsins verwendet wurden. 

Unwirksam waren krist. Chymotrypsin, krist. Pepsin und krist. Carboxy- 
peptidase A. Leucin-Aminopeptidase (hochgereinigtes Praparat aus Hefe) und 
Esterase (hochgereinigtes Praparat aus Pferdeleber) bewirkten einen sehr geringen 
Abbau, der quantitativ der mit der Anson-Haimoglobin-Methode bestimmten 
tryptischen Aktivitaét, also der noch vorhandenen Verunreinigung entsprach. 


Zusammenfassung 


N*-Benzoyl-DL-arginin-$-naphthylamid wurde synthetisiert. Trypsin 
spaltet aus dieser Verbindung 6-Naphthylamin ab; dieses wird mit tetra- 
zotiertem Di-o-anisidin (Echtblausalz B) zum Azofarbstoff gekuppelt und 
quantitativ kolorimetrisch bestimmt. 

Die Darstellung dieses fiir Trypsin spezifischen Substrats gelingt 
durch Umsetzen von N*-Benzoyl-arginin-hydrochlorid mit 6-Naphthyl- 
amin nach der Sheehanschen Carbodiimid-Methode, bzw. aus N*- 
Benzoyl-N ®-nitro-arginin nach dem gleichen Verfahren und nachfolgender 
katalytischer Entfernung der schiitzenden Nitrogruppe. 

Bei dieser Darstellungsweise tritt nach unseren Feststellungen voll- 
stiindige Racemisierung des Arginins ein, was u. U. auf eine intermediare 
Bildung eines Oxazolons zuriickzufiihren ist. 


Summary 


N*-benzoyl-DL-arginine-f-naphthylamide was synthesised. The /- 
naphthylamine was split fiom this compound by trypsin hydrolysis, and 
coupled with tetrazotized di-o-anisidine to give the azo dye. This was 
determined quantitatively by colorimetry. 

The synthesis of this substrate specific for trypsin was accomplished 
by allowing N’-benzoyl-arginine-hydrochloride and f-naphthylamine to 
react together according to the carbodiimide method of Sheehan ; alter- 
natively, from N*-benzoyl-N°-nitroarginine, using the same method, 
followed by catalytic removal of the protecting nitrogroup. 

According to our findings, this method of preparation leads to the 
complete racemisation of the arginine, a fact which can be explained by 
the intermediary formation of an oxazolone. 


Dr. A. Riedel, Max-Planck-Institut fiir Eiweif- und Lederforschung, 
Miinchen 15, SchillerstraBe 46. 
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Versuche zur elektrophoretischen Reinigung von Trypsin 
Von 
W. GraBmann, K. Hannig und M. Sehleyer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Marz 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr. h.c. St. Goldschmidt zum 70. Geburtstag 


Bekanntlich ist das handelsiibliche, im allgemeinen nach Kunitz 
und Northrop? hergestellte und durch mehrmaliges Umkristallisieren 
gereinigte Trypsin noch durch geringe Mengen Chymotrypsin verun- 
reinigt?-5, Fiir enzymatisch einwandfreie Abbauversuche ist es jedoch 
notwendig, ein vollkommen chymotrypsinfreies Trypsin zur Verfiigung 
zu haben. Wir haben daher untersucht, unter welchen Bedingungen ein 
von Chymotrypsinaktivitat freies Trypsin erhalten werden kann. 


Northrop und Kunitz hatten bereits Mitte der dreiBiger Jahre® ein Ver- 
fahren angegeben, um ein Trypsinpraparat von Chymotrypsinaktivitat zu befreien. 
Danach lést man das Trypsin-Chymotrypsin-Gemisch in 0,16 Salzséure und bela Bt 
die Lésung 24 Stdn. in einem Wasserbad von 37°, wobei das Chymotrypsin in- 
aktiviert wird, wahrend die Aktivitat des Trypsins weitgehend erhalten bleibt. 

Ein anderes Verfahren zur Inaktivierung von Chymotrypsin in Gegenwart von 
Trypsin beruht auf der unterschiedlichen Stabilitat dieser beiden Enzyme gegen- 
iiber Harnstoff?. 

Beide Methoden haben den Nachteil, da8 man kein von Begleitproteinen freies 
Praiparat erhalt. 

Nachdem MooreundS tein® die chromatographische Reinigung einiger Enzym- 
praparate wie Ribonuclease, Lysozym, Chymotrypsinogen und Chymotrypsin an 
Ionenaustauschersaulen IRC-50 beschrieben hatten, versuchten wir zunachst unter 
den gleichen Bedingungen die Reinigung eines kauflichen Trypsinpraparates. In 
Ubereinstimmung mit einer inzwischen veréffentlichten Arbeit von Tallan® gelang 
es jedoch nicht, mit dieser Methode ein chymotrypsinfreies Trypsin in befriedigender 
Ausbeute zu erhalten. Tallan konnte jedoch — und unabhangig von ihm auch 
Keller und Mitarbeiter!°—Trypsinogen mittels dieser Methode an Ionenaustauscher- 
sdulen reinigen. 


1M. Kunitz u. J.H. Northrop, J. gen. Physiol. 19, 991 [1936]. 

2 J.H. Northrop, M. Kunitz u. R.M. Harriott, Crystalline Enzymes, 
2nd Ed., Columbia Univ. Press, New York 1948. 

3 R. R. Redfield u. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 221, 385 [1956]. 

4 C. Gabeloteau u. P. Desnuelle, Bull. Soc. Chim. biol. 40, 35 [1958]. 

5 E. Nikkila, K. Ekholm u. H. Silvola, Acta chem. scand. 6, 617 [1952]. 

6 J. H. Northrop u. M. Kunitz in E. Abderhalden, Handbuch der biolo- 
gischen Arbeitsmethoden, Abt. IV, Teil 2, S. 2213, Verlag Urban & Schwarzen- 
berg, Miinchen 1936; R. R. Redfield u.C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 221, 
385 [1956]. 

? J.J. Harris, Nature [London] 177, 471 [1956]. 

8 S. Moore u. W. H. Stein, Advances Protein Chem. 11, 195 [1956]. 

® H. H. Tallan, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 407 [1958]. 
9 10 Pp. J. Keller, E. Cohen u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 280, 905 

58]. 
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W. GraBmann, K. Hannig und M. Schleyer, 


Fiir unsere Untersuchungen zur Reinigung des Trypsins verwendeten 
wir die kontinuierliche Papierelektrophorese-Anordnung™. Im px-Be- 
reich 2,3 bis 5,5 (Puffer: 0,5n Essigsiure; Acetatpuffer; Pyridin-Eisessig- 
Puffer) konnte keine befriedigende Trennung der beiden Fermentproteine 
erreicht werden. Versuche im alkalischeren Bereich (pu 6,9—8,5; Puffer: 
Pyridin-Eisessig-Puffer; Veronal-Puffer) fiihrten zu schlechten Trenn- 
ergebnissen und zu Verlusten an Aktivitit bis 100%. Dagegen erwies 
sich ein Pyridin-Eisessig-Puffer vom px 6,1 zur Abtrennung des Chymo- 
trypsins vom Trypsin als sehr gut geeignet. Abb. 1 zeigt das elektro- 
phoretische Verhalten des fiir alle folgenden Versuche verwendeten 


Abb. 1. Elektrophoretische Auftrennung 

eines Trypsinpraparates in Pyridin-Essig- 

siurepuffer, pH 6,1, 520 Volt, 26 mA, 

Papier Schleicher & Schiill 2040a. An- 
farbung mit Ninhydrin. 





TIV TIII Til TI 


Trypsinpriparates Trypure-Novo* in der kontinuierlichen Elektrophorese- 
anordnung bei pu 6,1 und der Feldstirke 13 V/em. Die Wanderungswege 
der einzelnen Zonen sind durch Anfirben mit Ninhydrin sichtbar ge- 
macht. Neben einer stark kathodisch wandernden Hauptfraktion (TI) 
sind noch deutlich drei andere ninhydrinpositive Komponenten erkennbar. 
Die in einem Versuchsansatz in priparativem MaB8stab (300 mg Trypsin 
wurden innerhalb von 48 Stdn. unter den angegebenen Bedingungen 
getrvennt) ermittelten Ausbeuten und die Aktivititsverteilung der ein- 
zelnen Fraktionen sind in Abb. 2a wiedergegeben. — Die nach der Nin- 
hydrinreaktion erhaltenen Extinktionen, gemessen bei 540 my, sind durch 
den ausgezogenen Kurvenverlauf graphisch dargestellt. — Die Trypsin- 
aktivitét wurde mit aliquoten Teilen der nach der elektrophoretischen 
Trennung aufgefangenen Lésungen mit N*-Benzoy]-DL-arginin-f-naph- 
thylamid-hydrochlorid als Substrat® (gestrichelte Kurve), die Chymo- 


u W. GraBmann u. K. Hannig, Naturwissenschaften 87, 397 [1950]; diese 
Z. 292, 32 [1952]. 

2 E. Wiinsch u. A. Riedel, IV. Internat. KongreB f. Biochemie in Wien, 
1.—6. 9. 1958, Zusammenfassungen, S. 42, Pergamon Press, London; A. Riedel 
u. E. Wiinsch, diese Z. 816, 61 [1959], vorstehend. 

* Fiir die freundliche Uberlassung der Trypsin- und Chymotrypsin-Prapa- 
rate sind wir der Firma Novo-Industrie, Kopenhagen, zu besonderem Dank 
verpflichtet. 
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trypsinaktivitat entsprechend mit dem Substrat N*-Benzoyl-DL-pheny]l- 
alanin-$-naphthylamid-hydrochlorid!* (punktierte Kurve) ermittelt. 

Aus einem Vergleich der Aktivititskurven mit der Ninhydrinkurve 
geht eindeutig hervor, da die Chymotrypsinaktivitat der mit TII be- 
zeichneten Komponente zuzuordnen ist, wihrend die Trypsinaktivitat 
der Komponente TI entspricht. 

Auffallend im Kurvenverlauf der Trypsinaktivitat ist das Auftreten 
eines Doppelgipfels, der in weiteren Versuchen stets eindeutig repro- 


duziert werden konnte. 
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a 
Abb. 2. Verteilung der mit Ninhydrin angefarbten Fraktionen und deren Aktivitaten 
nach der elektrophoretischen Trennung von Trypure-Novo (a) und Elektropho- 
retische Reinheitspriifung der isolierten Fraktion TI (b). 
(Ninhydrinfarbung: 0, Trypsinaktivitat!?: O, Chymotrypsinaktivitat: @) 


Diese Heterogenitaét des Trypsins ist auch von anderen Autoren bei elektro- 
phoretischen Untersuchungen®4—18 dieses Enzyms festgestellt worden. Allerdings 
befaBt sich keine dieser Untersuchungen mit der praparativen Abtrennung des 
Chymotrypsins vom Trypsin. So berichten Nord und Bier’’, die in freier Elektro- 
phorese unter Verwendung eines Natriumacetatpuffers arbeiteten, daB in Ab- 
wesenheit einer stabilisierenden Konzentration von Calciumionen Trypsin im py- 
Bereich zwischen 4 und 5 elektrophoretisch homogen ist, wihrend bei Anwesenheit 


13 H. A. Ravin, Ph. Bernstein u. A.M.Seligman, J. biol. Chemistry 
208, 1 [1954]. 

14 L. W. Cunningham, Jr., J. biol. Chemistry 211, 13 [1954]. 

15 M. Bier u. F. F. Nord, Arch. Biochem. Biophysics 38, 320 [1951]. 

16 M. Bieru. F.F. Nord, Nature [London] 171, 1022 [1953]; S. N. Timasheff, 
J.M. Sturtevant u. M. Bier, Arch. Biochem. Biophysics 68, 243 [1956]. 

17 F.F. Nord u. M. Bier, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam ] 12, 56 [1953]. 

18 J.C. Perrone, L. V. Disitzer u. G.Domont, Nature [London] 183, 


605 [1959]. 
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von Calciumionen (0,033m) in diesem py-Bereich zwei elektrophoretisch zu unter- 
scheidende Komponenten festgestellt werden kénnen. Die beiden Komponenten 
konnten von Nord und Bier in geringen Mengen isoliert werden; sie hatten ahnliche 
proteolytische Aktivitat. Bei py 3,5 und py 5,5 fanden sie das Trypsin — auch bei 
Zusatz von Calciumionen — homogen. 

Perrone und Mitarbeiter berichteten in einer kiirzlich erschienenen Ver. 
éffentlichung!® ebenfalls iiber die elektrophoretische Heterogenitét des Trypsins; 
sie untersuchten das elektrophoretische Verhalten unter Verwendung einer Elektro. 
phoreseanordnung nach Durrum!® in einem Aen Pyridin-Puffer vom 
pu 2,3 bis 2,8 mit und ohne Calciumzusatz. Bei py 2,3 hat das Trypsin seine gréfte 
Stabilitaét, d. h. hier sind keine durch Selbstv: erdauung entstandene Abbauprodukte 
zu erwarten. Beim Testen auf ninhydrinpositive Komponenten fanden die Autoren 
nur ein Maximum, wahrend sie bei der Priifung auf Trypsinaktivitat nach Charney 
_ und Tomarelli?® — auch ohne Calciumzusatz bei der elektrophoretischen Unter- 
suchung — eindeutig zwei Maxima mit proteolytischer Aktivitaét fanden. Nach 
unseren Ergebnissen kann allerdings in diesem py-Bereich eine praparative Ab- 
treppung des Chymotrypsins vom Trypsin nicht erreicht werden (vgl. oben). 

Bei unseren elektrophoretischen Versuchen bei px 6,1 war ein Zusatz 
von Calcium- oder anderen divalenten Ionen zur Erhaltung der Trypsin- 
aktivitat!41521 ebenfalls nicht erforderlich, wie dies z. B. bei den elektro- 
phoretischen Reinigungsverfahren an Arginase” und Enolase®* notwendig 
war; durch geeignete Kontrollversuche konnte namlich festgestellt 
werden, da8 Calciumionen sowohl allein als auch in Gegenwart von 
Trypsin mit ahnlicher elektrophoretischer Beweglichkeit wie die aktive 
Trypsinkomponente wanderten. 

Um méglichst reine von anderen Begleitproteinen freie Fraktionen 
nach der elektrophoretischen Trennung des Trypsins zu erhalten, wurden 
die einzelnen Zonen auf Grund der in Abb. 2a wiedergegebenen Ver- 
teilungskurven scharf abgegrenzt gesammelt, wobei die Zwischenfrak- 
tionen vernachlaBigt wurden; TI: Glas 26—31; TIL: Glas 21—23; TIII: 
Glas 16-18; TIV: Glas 12—14. Nach dem Abfiillen der Fraktionen 
muBten die Lésungen sofort eingefroren und gefriergetrocknet werden, 
um gut lésliche und hoch aktive Priiparate zu erhalten. 

Wie aus einem Vergleich der Ninhydrinverteilungskurve mit den 
Aktivitiétskurven (Abb. 2a) hervorgeht, besitzen' die Fraktionen TIII 
und TIV weder tryptische noch chymotryptische Aktivitaét. Wir ver- 
muten, daB diese beiden Fraktionen Abbauprodukte des Trypsins sind, 


da in dem pyr-Bereich, in dem wir unsere elektrophoretischen Unter- 


19 R. J. Black, E. L. Durrum u. G. Zweig, ,,A Manual Paper Chromato- 
graphy and Paper Electrophoresis‘‘, Academic Press, Inc., New York 1955. 

20 J. Charney u. R. M. Tomarelli, J. biol. Chemistry 171, 501 [1947]. 

21 L.Gorini, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 7, 318 [1951]; L. 
Gorini u. F. Felix, ebenda 11, 535 [1953]; M. M. Green u. H. Neurath, J. biol. 
Chemistry 204, 379 [1953]; M. M.Green, J. A.Gladner, W.L.Cunningham, Jr. 
u. H. Neurath, J. Amer. chem. Soc. 74, 2122 [1952]; J. A. Duke, M. Bier u. 
F. F. Nord, Arch. Biochem. Biophysics 40, 424 [1952]. 

22 W. GraBmann, H. Hérmann u. O. Janowsky, diese Z. 812, 273 [1958]. 

23 B. G. Malmstrém, ,, The Mechanism of Metal-Ion Activation of Enzyms“, 
Almqvist & Wiksells Boktryckeri AB, Uppsala 1956; Arch. Biochem. Biophysics 
70, 58 [1957]; B.G.Malmstrém, T. Vannegard u. M. Larsson, Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam] 30, 1 [1958]. 
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suchungen durchfiihrten, das Trypsin bereits der Autolyse unterliegt? +4. 
Diese Vermutung erhalt eine Bestatigung dadurch, daB bei nochmaliger 
Untersuchung der scharf aufgefangenen Fraktion T I die Komponenten 
T III und TIV, wenn auch in geringerer Konzentration, an denselben 
Stellen auftreten (Abb. 2b). 

Die Fraktionen T III und T IV findet man dagegen bei nochmaliger 
elektrophoretischer Untersuchung immer wieder einheitlich. 

Um die vermutete Autolyse einzuschranken, versuchten wir, die elektro- 
phoretische Trennung bei 4° durchzufiihren. Die Ausbeuten an den nicht aktiven 
Komponenten TIII und TIV wurden aber dabei nicht wesentlich geringer gefunden. 

Wie aus Abb. 2b weiter hervorgeht, wurde bei der Priifung von T I 
auf Trypsin- und Chymotrypsinaktivitaét nur noch Trypsinaktivitat ge- 
funden (gestrichelte Kurve). — Auch nach zweimaliger Elektrophorese 
der Fraktion TI tritt aber wieder an gleicher Stelle in der Aktivitatskurve 
der Doppelgipfel auf. 

Die Ausbeuten der nach der Gefriertrocknung aus der ersten elektro- 
phoretischen Trennung erhaltenen reinen Fraktionen sowie die ent- 
sprechenden Ausbeuten an tryptischer Aktivitait, gemessen nach Anson* 
sowie nach Riedel und Wiinsch®, sind in der Tabelle zusammen- 
gestellt. Danach betrigt die Gesamtausbeute der Fraktionen TI bis TIV, 


Substanz- und Aktivititsausbeuten bei der elektrophoretischen Trennung von 
Trypure-Novo. 


300 mg Trypure-Novo 
stabilisiert, krist. 


entspricht 
44,5 mg Protein-N 
7,6 Anson-Einheiten (AE)?5 = 0,171 AE/mg Protein-N 
9678,8 Trypsin-Einheiten (TE)!? = 217,5 TE/mg Protein-N 


Elektrophorese bei px 6,1; 13 V/cm 


.® i die fC) 

















Ausbeuten TIV T Il TI TI Summe 
in mg 37,2 39,1 39,6 98,0 213,9 

in mg Protein-N 5,53 5,77 5,98 14,90 32,18 
in %, Protein-N 12,5 13,0 13,5 33,5 72,5 
in AE 0 0 0 3,03 
in AE/mg Protein-N 0 0 0 0,203 
in TE 0 0 0 3821,9 
in TE/mg Protein-N 0 0 0 256,5 

















2 L. W. Cunningham, Jr., F. Tietze, N. M. Green u. H. Neurath, Dis- 
cuss. Faraday Soc. 18, 58 [1953]; M. Kunitz u. J. H. Northrop, J. gen. Physiol. 
17, 591 [1934]. 

25 M. L. Anson, J. gen. Physiol. 22, 79 [1938]. 
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bezogen auf mg Protein-N, 72,5°%. Beriicksichtigt man auch noch die 
zwischen den einzelnen Komponenten liegenden Zwischenfraktionen, die 
getrennt behandelt wurden, so kommt man auf eine Stickstoffausbeute 
der elektrophoretischen Trennung von 95°. 

Die Ausbeute an wieder gefundener Aktivitat liegt bei etwa 40°; 
diese verhiltnismaBig geringe Ausbeute ist darauf zuriickzufiihren, da 
man bei der Elektrophorese — auffer durch die scharfe Abtrennung der 
Fraktionen — durch Autolyse einen gewissen Aktivitétsverlust in Kauf 
nehmen muB. Dagegen ist die Aktivitat der gereinigten Komponente TI, 
wie ebenfalls aus der Tabelle hervorgeht — bezogen auf 1 mg Protein-N — 
um etwa 19% hoher als diejenige des Ausgangsmaterials. — Die nach der 
Methode von Anson und nach dem Aktivititstest von Riedel und 
Wiinsch ermittelten Werte stehen in guter Ubereinstimmung. 


Beschreibung der Versuche 


1. Elektrophoretische Reinigung von Trypsin: Zur Reinigung des 
kauflichen Trypsins in der kontinuierlichen Elektrophoreseanordnung nach 
GraBmann und Hannig™ (VA-Apparatur) diente als Trennbogen Schleicher- 
Schiill-Papier 2040a. Die Trennung erfolgte bei 520 V und 26 mA unter Verwendung 
eines Puffers vom py 6,1 aus 150 m/ Pyridin und 10 mi Eisessig in 51 Wasser. 
Fiir die Trennung wurden 300 mg Trypure-Novo (krist. reines Trypsin; stabilisiert; 
Aktivitét: 0,171 Anson-Einheiten/mg Protein-N) in 15 ml des gleichen Puffers 
gelést und innerhalb von 48 Stdn. dem Trennbogen an geeigneter Stelle zugefiihit. 
Die unten aus-dem Bogen austretenden Fraktionen wurden in 42 Glaschen ge- 
sammelt und die Verteilung der Proteinkomponenten durch Entnahme von aliquoten 
Teilen (0,5 ml) mittels Ninhydrinreaktion festgestellt (Abb. 2). Die Wanderungs- 
wege der Fraktionen durch den Trennbogen wurden nach Trocknen desselben in 
iiblicher Weise (Bespriihen mit Ninhydrinreagenz) sichtbar gemacht (Abb. 1). Die 
Aktivitatsverteilung in den 42 Glischen wurde ebenfalls mit aliquoten Teilen, wie 
unter 2., 3. und 4. beschrieben, erhalten. 

2. Aktivitatsbestimmung von Trypsin nach Anson®: Als Substrat 
diente ein Hamoglobinpraparat der Behring-Werke, Marburg (Lahn). Der Abbau 
des Hamoglobins wurde bei pp 7,5 und 25° durchgefiihrt. Die Extinktion wurde 
10 Min. nach Zugabe des Phenolreagenzes gegen eine Tyrosin-Standard-Lésung bei 
546 mu gemessen. Die MeBergebnisse wurden entsprechend der Vorschrift von 
Anson ausgewertet. 

3. Aktivitatsbestimmung von Trypsin nach Riedel und Wiinsch”: 
2 ml Veronalpuffer nach Michaelis®?® vom py 8,2 und 0,1 m/l der zu testenden 
Trypsinlésung, mit Wasser auf 1 ml aufgefiillt, wurden zunachst bei 37° temperiert. 
Hatten wir feste Substanzen auf Trypsinaktivitat zu testen, so lésten wir 5 mg in 
20 ml Wasser und entnahmen dieser Lésung 0,2 m/ zur Bestimmung. 

Als Substrat fiir Trypsin diente N*-Benzoyl-p.L-arginin-$-naphthylamid- 
hydrochlorid, von dem wir 8 mg in einem Gemisch von 2 ml Methanol und 8 ml 
Wasser lésten. Fiir jede Bestimmung verwendeten wir 1 ml dieser Lésung. Nach 
genau 2stdg. Inkubation bei 37° gaben wir 4 mi frisch bereitete Echtblausalz-B- 
Lésung (1 mg Echtblau B in 1 m/ Wasser gelést) hinzu. Genau 5 Min. danach 
wurde | ml 80proz. Trichloressigsiure der Lésung zugefiigt, gut durchgeschiittelt, 
mit 10 ml Essigester versetzt und bei etwa 0° abzentrifugiert. Die iiberstehende 
Essigesterphase wurde schlieBlich bei 540 mu im Spektralphotometer (Beckman) 
gemessen. 


~T. Wiedemann, in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch d. physiol.- u. 
pathol.-chem. Analyse, 10. Auflg. Bd. I, 8. 54, u. zwar S. 85, Springer Verlag, 
Heidelberg 1953. 
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4, Aktivitatsbestimmung von Chymotrypsin!®: Als Substrat fiir 
Chymotrypsin diente N*-Benzoyl-pxi-phenylalanin-f-naphthylamid-hydrochlorid. 
Der Verlauf des Testes zur Aktivitaétsbestimmung des Chymotrypsins war genau 
der gleiche wie unter 3. fiir Trypsin beschrieben, auBer daB wir das Substrat in 
reinem Aceton lésten und statt bei 37° bei 4° arbeiteten. 


Zusammenfassung 


Es wird die elektrophoretische Reinigung eines Trypsinpriparates 
in Pyridinpuffer vom px 6,1, Feldstirke 13 V/cm, in der kontinuierlichen 
Anordnung der Papierelektrophorese beschrieben. Die vollstindige Ab- 
trennung des stets das Trypsin begleitenden Chymotrypsins konnte er- 
reicht werden. Die Steigerung der tryptischen Aktivitit, bezogen auf 
1 mg Protein-N, betrug 19% gegeniiber dem Ausgangsmaterial. 


Summary 


The purification of a trypsin preparation by electrophoresis in 
pyridine buffer, px 6.1, with a potential gradient of 13 volts/em., by the 
continuous method, is described. The complete removal of the chymo- 
trypsin, which is always present in trypsin preparations, was accompli- 
shed. The increase of tryptic activity, calculated per mg. protein-N, was 
19% as compared to the starting material. 


Prof. Dr. W. GraBmann, Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Leder- 
forschung, Miinchen 15, SchillerstraBe 46. 
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Abbau von Haminen mit Hydroperoxyd in alkalischem 
Medium? 
VI. Mitteil. zur Stokvis-Reaktion (Pentdyopent-Reaktion? ®) 
Von 


Henning von Dobeneck und Erhard Klotzer 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mai 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr. h.c. St. Goldschmidt zum 70. Geburtstag gewidmet 


Bis heute ist nicht entschieden, ob zwei- und einkernige Pyrrol- 
derivate, von denen wir die einzigen bisher bekannten als Abbauprodukte 
entstandenen natiirlichen Vertreter rein isoliert haben’, in vivo direkt 
aus Haimin entstehen kénnen oder erst, nach Aufspaltung des Himins 
unter Herausnahme des «-Kohlenstoffatoms, aus den Gallenfarbstoffen 
gebildet werden. 

Der Ansicht K. Bingolds®, Hiimin werde im Ko6rper direkt durch 
Hydroperoxyd, wo dieses infolge der Abwesenheit von Katalase bestehen 
konne, abgebaut und der Meinung, der auch H. Wieland beipflichtete, 
dieser Abbau sei ein Beweis fiir das intermediiire Auftreten von Hydro- 
peroxyd im Organismus, haben wir entgegengehalten, daB der alkalische 
Abbau von Hamin mit Hydroperoxyd in vitro symmetrisch erfolge, 
wihrend die im Organismus spektroskopisch oder durch Reinisolierung bis- 
her festgestellten zweikernigen Spaltprodukte iiber einen asymmetrischen 
Abbau, d.h. auf dem Weg iiber die Gallenfarbstoffe, entstanden seien. 


Unsere Befunde beziiglich der biologischen Abbauprodukte konnten 
Brugsch und Allies® bestitigen, jedoch bei in-vitro-Versuchen nicht 
das von uns beobachtete basische Propentdyopent I nachweisen. Ebenso 
berichtete Stier’ iiber ein gleichermafen negatives Ergebnis. Dem 
basischen Spaltstiick kommt aber besondere Bedeutung zu, weil es allein 
aus Haimin IX und nicht etwa aus Bilirubin [Xa entstehen kann und 

1 Diplomarbeit E. Klétzer, Techn. Hochschule Miinchen 1956. 

2 V. Mitteil.: H.v. Dobeneck, diese Z. 275, 1 [1942]. 

8 Uber die Griinde, weshalb wir die friiher als ,,Pentdyopent-Reaktion“ be- 
zeichnete Umsetzung nach ihrem Entdecker ,,Stokvis-Reaktion‘‘ nennen, (vgl. 
H. v. Dobeneck, Z. ges. inn. Med. 3, 252 [1948]. 

4 III. Mitteil.: H. v. Dobeneck, diese Z. 269, 268 [1941]. 

5 K. Bingold, Med. Klinik 20, 475 [1946]. 

6 J. Brugsch u. F. Allies, Z. ges. inn. Med. 8, 249 [1948]. 

7 E. Stier, persénl. Mitteilung. 
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somit das beste Beweisstiick fiir einen symmetrischen Abbau darstellt. 
Die Kenntnis seiner chemischen Eigenschaften ist u. a. fiir die Suche 
nach seinem Auftreten im Organismus von Bedeutung. 

Zuerst wurde Mesohamin IX§& als Modellsubstanz untersucht, da 
durch die Anwesenheit der Vinylgruppen im Himin IX Komplikationen 
zu erwarten waren. Der Abbau wurde mit 30proz. Hydroperoxyd bei 
—10° in natriummethylathaltiger Methanollésung vorgenommen. Nach 
Entfernung des Methanols erhalt man eine gelbliche alkalische waBrige 
Lésung, die nach Reduktion mit Dithionit ein ausgepragtes Absorptions- 
maximum bei 522 mu und ein niedrigeres bei 528 my zeigt. Ein Ather- 
extrakt der alkalischen Lésung zeigt nach Uberfiihrung in Natronlauge 
und Reduktion allein das Maximum bei 528 mu, wahrend die restliche 
Lésung nach Reduktion bei 523 my absorbiert. Das basische Spalt- 
produkt (Mesopropentdyopent I) wurde aus dem Atherextrakt in einer 
Ausbeute von etwa 8% der Theorie als weife kristallisierte Substanz 
C,;HepN,0, vom Schmp. 155° isoliert. Die Analysenwerte, auch die des 
Cu- und des Zn-Komplexes, bestitigen unsere Formulierung der Pro- 
pentdyopente®. Das Propentdyopentgemisch aus Mesohimin IX konnte 
auch in das entsprechende Gemisch von Zn-Komplexsalzen iibergefiihrt 
und aus diesem Gemisch die basische Komponente chromatographisch 
abgetrennt werden. 

Bei der bekannten Unbestindigkeit der Propentdyopente erschien 
eine Ausbeutebestimmung durch Reinisolierung aller vier gebildeten Spalt- 
stiicke nicht sinnvoll. Hingegen war es méglich, kolorimetrisch das Ver- 
haltnis Mesopentdyopent I: Gesamtpentdyopent zu bestimmen. Der er- 
mittelte Wert von 1:5 kommt dem theoretischen von 1:4 geniigend 
nahe, wenn man bedenkt, da8B bei Extraktion der alkalischen Lésung mit 
Ather nie das gesamte Mesopropentdyopent I abgetrennt werden kann. 

Wahrend demnach die Abbaureaktion beim Mesohimin IX voll- 
kommen erwartungsgemi8 verliuft, sind die Ergebnisse des analog durch- 
gefiihrten Abbaus von Haimin IX mit Hydroperoxyd durch Reaktionen 
der Vinylgruppen beeinfluBt. Unter den giinstigsten Bedingungen betrigt 
die kolorimetrisch ermittelte Ausbeute an basischer Komponente?/., der 
Gesamtpentdyopentausbeute. Dieses Ergebnis ist dadurch zu erklaren, 
da8 durch Hydroperoxyd gleichzeitig die Vinylgruppen angegriffen 
werden, wobei saure Produkte entstehen, die aus der alkalischen Lésung 
mit Ather nicht mehr extrahiert werden kiénnen. Dies wird am leichtesten 
durch den Vergleich des Verhaltens alkalischer Lésungen von Mesopro- 
pentdyopent I und von Propentdyopent I demonstriert. Wahrend im 
erstgenannten Fall das Absorptionmaximum unverandert bei 528 mu 
liegt, und das basische Produkt wie zuvor aus der alkalischen Lésung 
ausgezogen werden kann, zeigt sich im zweiten Fall eine Verschiebung 
des Absorptionsmaximums von 534 my zu 521 my. Auch kann kein 


8 H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. II, 1, 8. 445; Akad. 
Verlagsgesellschaft, Leipzig 1934. 
9 g. 1. ¢.4, u. zwar S. 271. 
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basisches Produkt mehr aus der alkalischen Lésung extrahiert werden. 
Hierdurch wird bewiesen, daB eine oder beide Vinylgruppen oxydatiy 
verindert wurden, und zwar unter Ausbildung saurer 6-Substituenten. 
Dies gilt insbesondere fiir Versuche bei Zimmertemperatur, also z. B. fiir 
die von Brugsch und Allies®. Diese Autoren konnten wegen der ein. 
gehaltenen Arbeitstemperatur und Einwirkungsdauer des Hydroperoxyds 
kein basisches Produkt beobachten. 

Bei sehr langer Einwirkung von Hydroperoxyd zeigt sich, daB Pro. 
pentdyopent I bedeutend schneller als die entsprechende Mesoverbindung 
bis zu einem Punkt abgebaut wird, bei dem die Stokvis-Reaktion negativ 
ist. Demnach betragt auch die kolorimetrisch fafbare Ausbeute an Ge- 
samtpentdyopent aus Hamin IX im giinstigsten Fall etwa 1/,; der Aus. 
beute aus Mesohimin IX, wobei in Betracht gezogen werden muB, dab 
auch die Propentdyopente II und III Vinylgruppen und damit gute 
Angriffsstellen fiir eine Oxydation aufweisen. 

Versuche, Propentdyopent I kristallisiert zu erhalten, schlugen durch- 
weg fehl. Es gelingt wohl, in unlésliche Schmieren eingebettete Kristalle 
zu beobachten. Beim Herauslésen der Kristalle und nochmaligem Aus- 
fillen geht immer wieder ein Teil des Materials in einen amorphen un- 
léslichen Zustand iiber. Bei lingerem Aufbewahren (etwa 2 Wochen) 
bekommt die gesamte Masse hornartige Konsistenz und wird véllig un- 
loslich. Schlammt man sie in Natronlauge auf und reduziert mit Dithionit, 
so fairbt sich der Niederschlag rot, geht jedoch nicht in Lésung. Die 
hervorstechende Eigenschaft aller bisher bekannten Pentdyopente ist 
ihre enorme Wasserléislichkeit, eine Folge der Hydroxylfunktion an jedem 
Pyrrolkern. Zur Erklarung des hier beschriebenen Verhaltens von Pro- 
pentdyopent I mu8 Polymerisation iiber die Vinylgruppen angenommen 
werden. Dies miiBte eine Blauverschiebung der Pentdyopentabsorption 
zur Folge haben, was auch zu beobachten ist, wenn die Polymerisation 
noch nicht zu weit fortgeschritten ist und das noch etwas lésliche Pent- 
dyopent vermessen werden kann. Nach etwa einwéchigem Aufbewahren 
liegt das Absorptionsmaximum bei 530 my, also 4 my nach Blau ver- 
schoben. 

Hydriert man eine frisch dargestellte Lésung von Propentdyopent I 
in Methanol in Gegenwart von Platinoxydkatalysator zum Dihydroxy- 
pyrromethan? und macht anschlieBend alkalisch, dann liegt die Pent- 
dyopentabsorption bei 528 my, wie im Fall von Mesopentdyopent I. 

Aus diesen Befunden ergibt sich, da8 Hiimin 1X durch Hydroperoxyd 
in alkalischem Medium unter Ausbildung von u. a. 3.4’-Dimethyl-4.3’- 
divinyl-propentdyopent (Propentdyopent I) abgebaut wird und dab 
dieses Abbauprodukt einerseits durch Hydroperoxyd leicht weiter oxy- 
diert wird, andererseits durch Polymerisation in eine unlésliche horn- 
artige Masse iibergeht. Dieses Verhalten wird eine Suche nach Propent- 
dyopent I im KG6rper erschweren. 
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Beschreibung der Versuche 


4.3'-Dimethy1-3.4'-diathyl-propentdyopent (Mesopropentdyo- 
pent 1) aus Mesohamin IX: 2g Mesohamin IX werden in einer Lésung von 
2g Natrium in 200 cm*® Methanol auf —10° abgekiihlt. Unter Riihren wird eine 
Lésung von 140 cm* Perhydrol in dem gleichen Vol. Methanol, auf 0° gekiihlt, 
tropfenweise zugegeben. Nach Beendigung der Zugabe wird iiberschiissiges H,O, 
durch Braunstein vernichtet und dann dieser und ausgefallenes Eisenhydroxyd 
abfiltriert. Das Filtrat wird im Vak. schonend eingeengt, bis das organische Lésungs- 
mittel entfernt ist. Die alkalische wiBr. Lésung wird im Extraktor nach Kutscher- 
Steudel 48 Stdn. mit peroxydfreiem Ather extrahiert. Nach Einengen des Athers 
wird das Mesopropentdyopent I mit Petrolaither gefallt und mehrmals aus Chloro- 
form-Petrolaither in der Kalte umkristallisiert. Ausb. 68,4 mg (8% d. Th.). WeiBe 
Nadeln vom Schmp. 155° (Zers.). Leicht lésl. in Methanol, Chloroform, Pyridin, 
weniger ldsl. in Ather oder Benzol. Sehr schwer lésl. in Petrolather. Pentdyopent- 
absorption: 528 my. 
C,;H.)N,0, (278,2) Ber. C 65,19 H7,29 N 10,14 
Gef. C 64,82 H7,34 N 9,98 


Kupfer- und Zinkkomplexe von Mesopropentdyopent I: Das Pro- 
pentdyopent wird in Methanol gelést und mit einer Lésung von Kupfer(II)- bzw. 
Zinkacetat in Methanol versetzt. Beim Erhitzen auf dem Wasserbad tritt Kristal- 
lisation ein. Rétlichbraune (Cu) bzw. orangerote (Zn) Nadeln. Bis iiber 300° 
bestandig. 

Kupferkomplex 

Cy9H3,N,O,Cu (578,1) Ber. Cu 10,99 Gef. Cu 10,68 
Zinkkomplex 

Cs9H3,N,0,Zn (579,9) Ber. Zn 11,27 Gef. Zn 11,28 

Einwirkung von Hydroperoxyd auf die Lésungen von Propent- 
dyopent I und von Mesopropentdyopent I: Je 5 cm® gleichkonzentrierter 
Lésungen von Propentdyopent I und Mesopropentdyopent I (1 g/l) wurden mit 
5 Tropfen Perhydrol versetzt. Nach 2 Stdn. wurde das iiberschiissige Hydro- 
peroxyd mit Braunstein zersetzt und die Lésung filtriert. Nach Reduktion mit 
Dithionit wurde im Unicam vermessen. 

Absorptionsmaxima: Propentdyopent I vor Oxydation 534 my 
nach Oxydation 521 mu 

Mesopropentdyopent I vor Oxydation 528 mu 

nach Oxydation 528 mu 


Der oxydierten Lésung von Propentdyopent I kann kein basisches Produkt 
mehr entzogen werden. Aus der Mesopropentdyopentlésung kann auch nach Ein- 
wirkung von H,O, Mesopropentdyopent mit Ather entzogen werden. 

Chromatographische Auftrennung des Propentdyopentgemisches 
aus Mesohamin IX iiber die Zinkkomplexe: Mesohimin IX wurde, wie oben 
beschrieben, mit Perhydrol abgebaut, die resultierende Lésung neutralisiert, 
schonend zur Trockne gebracht, mit Methanol aufgenommen, filtriert, nochmals 
eingedampft und nochmals mit Methanol aufgenommen. Nun wurde durch Zu- 
gabe von Zinkacetat das Gemisch der Komplexsalze hergestellt. Dieses Gemisch 
wurde in Chloroform gelést und an Aluminiumoxyd chromatographiert. Es trennte 
sich sofort eine rétliche Zone ab. Eine weitere Auftrennung gelang nicht. Aus 
dem Eluat wurde das Zinkkomplexsalz des Mesopropentdyopents I in Nadeln 
ausgeschieden. Pentdyopentabsorption 528 mu. Zn-Gehalt 11,08%. 

Kolorimetrischer Vergleich der Pentdyopentlésungen bei Abbau 
von Mesohamin IX und Hamin IX: Jeweils 0,1, 0,5, 1, 2, 3 und 5g Meso- 
himin IX bzw. Hamin IX wurden in oben beschriebener Weise mit Perhydrol 
abgebaut. Bei beiden Haminen war die Pentdyopentausbeute proportional der 
abgebauten Haiminmenge. 
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Nun wurden die alkalischen Propentdyopentlésungen erschépfend mit Ather 
ausgezogen und das jeweilige basische Pentdyopent kolorimetrisch bestimmt. Bei 
Mesohaémin war die Ausbeute an Mesopentdyopent I proportional der abgebauten 
Haminmenge. Das Verhaltnis Mesopentdyopent I : Gesamtpentdyopent betrug 1:5. 
Bei Hamin IX wurde die relativ gréBte Menge an Pentdyopent I bei Ansatzen 
zwischen 2 und 3g erhalten. Unter 1 g wurden nur Spuren von basischem Pent- 
dyopent beobachtet, bei 3 g das 20fache und bei 5 g das 5fache des Ansatzes von 
1 g. Im besten Fall betrug das Verhiltnis von basischem Pentdyopent : Gesamt- 
pentdyopent 1:20. 

Versuch zur Reindarstellung von 4.3’-Dimethy1-3.4'-divinyl-pro- 
pentdyopent (Propentdyopent:I) aus Haimin: 15 g Haimin IX wurden, wie 
oben bei Mesohimin IX beschrieben, mit Perhydrol abgebaut und die resultierende 
waBrig-alkalische Lésung mit Ather griindlich extrahiert. Der Ather wurde stark 
eingedampft und mit Petrolither versetzt. Es fallt eine dlige Substanz aus, aus 
der sich nach mehreren Tagen Kristalle abscheiden. Wahrend die die Kristalle 
umgebende amorphe Substanz in Ather, Chloroform, Tetrahydrofuran, Essigester, 
Pyridin und anderen iiblichen Lésungsmitteln unléslich ist, ist es méglich, die 
Kristalle mit Chloroform wieder zu lésen. Beim Ausfallen aus Chloroform mittels 
Ligroin scheidet sich wieder ein 01 aus, das allmahlich erstarrt ohne zu kristalli- 
sieren. Die Substanz gewinnt nun hornartige Konsistenz und ist in allen iiblichen 
Lésungsmitteln vollkommen unléslich. Schliammt man-die amorphe Substanz in 
Natronlauge auf und reduziert mit Dithionit, so farbt sie sich rot. Fihrt man 
diese Operation wenige Tage nach der ersten Isolierung durch, so geht eine ge- 
ringe Menge Pentdyopent in Lésung. Absorptionsmaximum 530 mu. 

Uberfiihrung von Propentdyopent I in Mesopentdyopent I: 3¢ 
Hamin werden, wie im vorigen Versuch beschrieben, abgebaut und die atherische 
Lésung des Propentdyopents I mit 20 cm* Methanol versetzt. Nun wird der Ather 
verdampft und*die zuriickbleibende methanolische Lésung in Gegenwart von 
Platinoxydkatalysator erschépfend hydriert. Nach Entfernen des Katalysators 
wird mit Natronlauge versetzt. Starke Rotfarbung. Absorptionsmaximum 528 mp, 
identisch mit der Absorption von Mesopentdyopent I. 


. Zusammenfassung 


Mesohimin IX sowie Hiimin LX werden in vitro durch Hydroperoxyd 
in alkalischem Medium symmetrisch abgebaut. Es entstehen hierbei u. a. 
basische Propentdyopente, aus Himin IX das Divinyl-propentdyopent 
(Propentdyopent I). Dieses wird in Sekundiarreaktionen (Oxydation, 
Polymerisation) verindert. 


Summary 


Mesohaemin IX and haemin [X are broken down symmetrically by 
hydroperoxide in alkaline medium. Among other substances, basic pro- 
pentdyopents are formed. From haemin [X, the divinyl-propentdyopent 
(propentdyopent I) is produced. This undergoes change in secondary 
reactions (oxidation, polymerisation). 


Prof. Dr.-Ing. H.v. Dobeneck, Miinchen 23, Ungererstr. 47. 
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Notiz iiber die Isolierung von 
Malonsaure-amid-[8-phenyl-athylamid] aus Garneelen 
Von 
P. Karlson und P. Schmialek 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr. h.c. St.Goldschmidt zum 70. Geburtstag 


Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Hiutungshormone der 
Arthropoden!? haben wir auch Crustaceen-Extrakte auf ihren Hormon- 
gehalt untersucht. Wie an anderer Stelle bereits mitgeteilt wurde?-*, sind 
solche Extrakte im Test an Fliegenmaden (Calliphora-Test) wirksam, sie 
lésen Pupariumbildung aus. Die Aktivitét ist allerdings, gemessen am 
Calliphora-Test, erheblich niedriger als die vergleichbarer Extrakte aus 
Insekten. Es war zu erwarten, da$ nur die Extraktion erheblicher Mengen 
Rohmaterial so viel wirksame Substanz ergeben wiirde, daB eine Rein- 
darstellung des Hiutungshormons der Crustaceen méglich ist. 

Wir haben deshalb im Sommer 1956 3000 kg Garneelen extrahiert 
und die Extrakte fraktioniert. Die darin enthaltene wirksame Substanz 
konnte zwar angereichert, bisher aber noch nicht in kristallisierter Form 
erhalten werden. Im Laufe dieser Arbeiten wurden jedoch verschiedene 
Begleitstoffe in kristallisierter Form abgeschieden; iiber eine dieser Sub- 
stanzen soll hier berichtet werden. 


Aufarbeitung der Krabbenextrakte 


In den ersten Versuchen zum Nachweis des Hiiutungshormons wurden 
die Crustaceen (Crangon vulgaris, Carcinus maenas u. a.) in gleicher Weise 
wie Insektenmaterial!? aufgearbeitet. Es erwies sich jedoch als zweck- 
maBiger, die Vorschrift abzuaindern und den zu verarbeitenden groBen 
Mengen anzupassen. Die Extraktion selbst sowie die ersten Schritte der 
Aufarbeitung wurden in den Farbenfabriken Bayer (Werk Leverkusen) 
nach unseren Angaben unter Leitung von Herrn Dr. H.Schwarz* durch- 
gefiihrt. Die in Methanol konservierten Krabben wurden vermahlen und 


* Herrn Prof. Dr. O. Bayer und den Farbenfabriken Bayer méchten 
wir auch an dieser Stelle sehr herzlich fiir ihr Entgegenkommen danken. Ohne die 
Hilfe der Industrie ware die Verarbeitung so groBer Mengen nicht méglich gewesen. 

1 A. Butenandt u. P. Karlson, Z. Naturforsch. 9b, 389 [1954]. 

2 P. Karlson, Vitamins and Hormones 14, 226 [1956]. 

3 P. Karlson, Verh. Dt. Zool. Hamburg, 1956 (Zool.Anz. Suppl.) 8, 203. 

4 P. Karison, Ann. Sci. natur. 18, 125 [1956]. 


6* 
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die Methanolextrakte konzentriert ; die Losung wurde zuniichst mit Tetra- 
chlorkohlenstoff, dann mit Butanol ausgeschiittelt, saure und basische 
Substanzen aus der Butanollésung mit verd. Sodalésung und verd. 
Schwefelsiure entfernt und die Butanollésung eingeengt. Der Riickstand 
wurde in Wasser gelést, mit Ather ausgeschiittelt und die wassrige Phase 
erneut zur Trockne gebracht. Als Endprodukt der technischen Auf- 
arbeitung wurden 1,4 kg Konzentrat aus 3000 kg Garneelenmaterial 
erhalten. 

Das Konzentrat wurde aus Butanol/Essigester an Aluminiumoxyd 
adsorbiert und mit Butanol/Methanol eluiert. Die mit Butanol/Methanol 
9:1 eluierten Fraktionen erwiesen sich als die wirksamsten im Calliphora- 
Test ; sie wurden vereinigt und einer 50stufigen Craig-Verteilung (Gegen- 
stromverteilung) unterworfen. Aus den Fraktionen 28—32 wurde ein 
Kristallisat erhalten, das nach Umkristallisieren bei 123—124° schmolz. 
Im Calliphora-Test ist die Substanz mit 100 y pro Tier unwirksam. 


Konstitutionsermittlung 


Aus der Analyse wurde fiir die isolierte Substanz die Summenformel 
C,,H,,N,0, berechnet. UV- und IR-Absorptionsspektren wiesen auf 
Siureamidgruppen und auf einen aromatischen Ring ohne O- und N- 
Funktion hin. Dieser Schlu8B konnte durch Chromsiureoxydation nach 
Kuhn-Roth® in der Modifikation von Entschel, Eugster und 
Karrer® erhartet werden: Es wurde eine aromatische Saure (Benzoesiure 
oder Phenylessigsiure), jedoch keine aliphatische Siure nachgewiesen. 
Die Ninhydrinreaktion verlief negativ ; mit HNO, wurde Gasentwicklung 
beobachtet. 

Zuniachst wurde vermutet, daB es sich um ein Dioxopiperazin handele. 
Verbindungen dieser Art wurden bei der Aufarbeitung von Bombyz- 
Material erhalten’; sie entstanden vermutlich durch Methanolyse von 
Proteinen und anschlieBende spontane Cyclisierung®. Die Annahme, auch 
das neue Kristallisat sei ein Dioxopiperazin, bestitigte sich jedoch nicht. 
Durch Hydrolyse mit Salzsiure wurde keine Aminosiure erhalten, 
sondern — neben einer nach Alkalisieren schon bei Zimmertemperatur 
fliichtigen Verbindung (Ammoniak) — ein basisches Spaltprodukt, das 
bei der Papierchromatographie im Partridge-System einen Ry von 0,78 
aufweist, nach der UV-Absorption einen Benzolring enthalt, mit Wasser- 
dampf fliichtig ist und ein Pikrat vom Schmp. 173° bildet. Dieselben 
Eigenschaften weist 6-Phenyl-aithylamin auf. 

Berechnet man aus der Summenformel das Restmolekiil (unter Be- 
riicksichtigung der durch das IR-Spektrum nachgewiesenen Saiureamid- 


5 R. Kuhn u. H. Roth, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1274 [1933]. 

6 R. Entschel, C.H. Eugster u. P. Karrer, Helv. chim. Acta 39, 1263 
[1956]. 
? A. Butenandt, P. Karlson u. W. Zillig, diese Z. 288, 125 [1951]. 
8 N. Matussek, Diplomarb. Tiibingen 1956. 























Bd. 316 (1959) Malonsaure-amid-[f-phenyl-athylamid] aus Garneelen 85 








bindung), so ergibt sich zwangslaiufig ein Malonsiureamid. Als Struktur- 
formel war also anzunehmen: 
C,H; CH,:CH,:-NH-CO-CH,:CO-NH, 
Der Beweis fiir die Richtigkeit dieser Formel wurde durch Synthese 
erbracht. 


Synthese von Malonsaure-amid-[f-phenyl-aithylamid] 

Die Synthese wurde auf zwei Wegen durchgefiihrt. Einmal wurde 
$-Phenyl-aithylamin mit Malonester kondensiert und das resultierende 
Malonsiaure-athylester-[8-phenyl-ithylamid ] mit Ammoniak in das mono- 
substituierte Diamid iibergefiihrt. Beim zweiten Verfahren wurde Malon- 
siure-aithylester-amid (aus Cyanessigester durch Wasseranlagerung er- 
halten®) mit £-Phenyl-ithylamin zum gemischten Amid umgesetzt. Auf 
beiden Wegen wurde dieselbe Verbindung erhalten, die nach Schmelz- 
punkt, Mischprobe und Ubereinstimmung der Spektren mit der isolierten 
Verbindung identisch ist. 


Diskussion 


f-Phenyl-ithylamin ist nach Guggenheim!?® bisher nur dann in 
tierischem Material aufgefunden worden, wenn bakterielle Zersetzung 
eingetreten war. Dabei ist an sekundire Entstehung aus Phenylalanin 
durch Decarboxylierung zu denken. Da unser Material lebendfrisch in 
Methanol konserviert wurde, halten wir diesen Bildungsweg fiir un- 
wahrscheinlich. 

Acylderivate biogener Amine wurden in der Natur schon friher auf- 
gefunden; kiirzlich konnte iiber das N-Acetyl-tyramin aus Bombyz- 
Puppen berichtet werden". 

Die Isolierung eines Malonséurederivats aus biologischem Ma- 
terial ist jedoch iiberraschend. Es ist nicht auszuschlieBen, daB es sich 
um ein Kunstprodukt handelt, das bei der technischen Aufarbeitung* in 
die Extrakte geraten ist, sei es, da mit der Verbindung selbst friiher in 
den Apparaturen gearbeitet worden ist, sei es, da -Malonsiurederivate 
sich mit biogenem Phenylithylamin zu der isolierten Verbindung um- 
gesetzt haben. Andererseits ist ein Malonsiurederivat, das Malony]- 
Coenzym A, als Zwischenprodukt des biologischen Fettsiureaufbaues 
nachgewiesen!?, so daB das Vorkommen von Malonsiure in Naturstoffen 
heute nicht mehr so unphysiologisch erscheint. Uber die physiologische 








® A. Pinner, Ber. dtsch. chem. Ges. 28, 473 [1895]. 

10 M. Guggenheim, Die biogenen Amine, S. Karger, Basel 1951. 

11 A. Butenandt, U. Gréschel, P. Karlson u. W. Zillig, Arch. Biochem. 
Biophysics 88, 76 [1959]. 

12 §. J. Wakil, J. Amer. chem. Soc. 80, 6465 [1958]. 

* Nach Mitteilung von Herrn Dr. Schwarz, Farbenfabriken Bayer, ist in 
den verwendeten Apparaturen bisher nicht mit Malonsaurederivaten gearbeitet 
worden; dennoch ist eine Einschleppung kleiner Mengen durch die verwendeten 
Lésungsmittel oder Dichtungsmaterialien niemals auszuschlieBen. 
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Bedeutung der isolierten Verbindung kénnen wir — auch unter der Vor- 
aussetzung, daB es sich um ein Naturprodukt handelt — keine Aussage 
machen*. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds derChemie 
danken wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit. Die verwendeten Garneelen 
stammen aus Fangen des Friihsommers 1955; Herrn Kapitan Liiders, Wilhelms- 
haven, haben wir fiir die Beschaffung des Materials bestens zu danken. Herrn 
Dr. E. Biekert danken wir fir die Diskussion der IR-Spektren, Frl. Ingeborg 
Brachmann fir ihre Hilfe bei der Aufarbeitung der Extrakte und den biolo- 
gischen Testen. 


Beschreibung der Versuche 


Isolierung 

Das Garneelenmaterial (vorwiegend Crangon vulgaris, kleine Tiere) wurde 
gleich nach dem Fang in Methanol konserviert. Es wurde mit Methanol zusammen 
vermahlen, die methanolisch-waBr. Fliissigkeit abgetrennt und der feste Anteil 
mit Methanol zweimal nachextrahiert. Die vereinigten Lésungen wurden stark 
konzentriert und zuerst mit Tetrachlorkohlenstoff, dann mit Butanol mehrmals 
ausgeriihrt. Die vereinigten Butanollésungen wurden mit lproz. Schwefelsaure, 
10proz. Sodalésung, Wasser, verd. Essigsiure und wieder mit Wasser gewaschen 
und im Vak. eingedampft. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, mit 
Ather ausgeschiittelt und erneut zur Trockene gebracht. Es hinterblieb ein Kon- 
zentrat pastenartiger Konsistenz. Ausbeute 1,4 kg aus 3000 kg Frischmaterial. 

Die weitere Verarbeitung des Rohextrakts erfolgte in Chargen. 40 g wurden 
in 400 m/ Wasser gelést, die Lésung dreimal mit je 200 m/ Butanol ausgeschiittelt, 
die vereinigten Butanolextrakte auf 100 m/ konzentriert und iiber Nacht im Eis- 
schrank bei + 5° aufbewahrt. Der ausgefallene Niederschlag wurde abzentrifu- 
giert, mit Butanol gewaschen, die klaren Butanollésungen mit dem gleichen Vol. 
Essigester versetzt und an 200g Aluminiumoxyd Woelm, Akt. V nach Brock- 
mann, adsorbiert. Eluiert wurde (in Fraktionen zu je 500 ml) mit Butanol/Essig- 
ester 1:1 (Frakt. 1—4), Butanol (Frakt. 5—6) und Butanol/Methanol 9:1 (Frakt. 
7—10). Im Calliphora-Test waren die Fraktionen 2—6 mit 100—200 y wirksam, 
aber relativ toxisch. Die Aktivitaét wechselte etwas von Charge zu Charge. Das 
Material aus Frakt. 2—6 von 9 Chromatographieansitzen (5,5 g) wurde einer 
50stufigen Craigverteilung im System Butanol/Cyclohexan/Wasser 2:3:5, Volu- 
menverhaltnis 25:25 ml, unterworfen. Aus den Fraktionen 28—32 (494 mg) wur- 
den mit Essigester Kristalle erhalten, die aus Wasser und Essigester mehrfach 
unkristallisiert wurden. Schmp. 123—124°; leicht léslich in Aceton und Dioxan, 
mafig léslich in Wasser. Rohausbeute 228 mg. 

C,,H,,N,0, (206,2) Ber. C 63,27 H6,84 N 13,59 O 15,52 
Gef. C 63,79 H6,93 N 13,65 O 15,69 


Die erhaltene Ausbeute ist sicher erheblich kleiner als die tatsaichlich vor- 
liegende Menge, da mit Riicksicht auf das gesuchte Hormon auf eine méglichst 
quantitative Isolierung verzichtet wurde. 


Konstitutionsermittlung 
Chromsaure-Oxydation: 0,849 mg Substanz wurden nach Entschel et 
al.6 mit Chromséure oxydiert und die wasserdampffliichtige Carbonséure nach 
Lindquist und Storgairds an Whatman-Papier Nr.1 mit Butanol als Lauf- 


* Nachtrag b. d. Korr.: Wahrend der Drucklegung erschien eine Arbeit 
von K. Thomas und K. Stalder (diese Z. 315, 256 [1959]) iiber die Malon- 
siure des Harns, die aus dem Aminosaurestoffwechsel stammt. Herr Prof. Thomas 
(Privatmitteilung) vermutet, daB die von uns isolierte Verbindung aus einem 
Dipeptid aus Phenylalanin und Asparaginsiure hervorgegangen sein kénn‘e. 
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mittel und Athylamin in der Dampfphase chromatographiert!*. Es lie8 sich nur 
eine Carbonséiure mit einem Ry-Wert von 0,50 nachweisen. Benzoeséure und 
Phenylessigsiure weisen in diesem System den gleichen Ry-Wert von 0,50 auf. 

Hydrolyse: Die Substanz wurde mit 6 HCl in geschlossener Ampulle 
24 Stdn. bei 110° hydrolysiert, die klare Lésung im Vak. eingeengt und im Ex- 
sikkator iber KOH getrocknet. Der Riickstand wurde in einer Mikrodestillations- 
apparatur mit verd. Kalilauge versetzt und eine mit verd. Salzsiure beschickte 
Vorlage angeschlossen. Bei Zimmertemp. diffundierte eine Substanz, die in Lésung 
die Ninhydrinreaktion gab (Ausfiihrung nach Moore und Stein"), nach Papier- 
chromatographie im Partridge-Gemisch jedoch keinen ninhydrinpositiven Flecken 
erkennen lieS (Ammoniak). — Bei Erwarmen auf 100° ging eine zweite Substanz 
in die Vorlage iiber, die sowohl in Lésung als auch nach Papierchromatographie 
ninhydrinpositiv reagierte. Ry-Wert: 0,78. Aus der Lésung wurde ein Pikrat vom 
Schmp. 172° erhalten. 

B-Phenyl-dthylamin zeigte im Partridge-System (Butanol/EHisessig/Wasser 
4:1:5) den Ry-Wert von 0,78 und liefert ein Pikrat vom Schmp. 172°. 


Synthese von Malonsaure-amid-[f-phenyl-athylamid] 


1. Malonsaéure-methylester-[f-phenyl-athylamid] wurde durch 12- 
stdg. Kochen von f-Phenyl-athylamin mit einem Uberschu8 an Malon- 
sdure-diathylester in Methanol unter Ausschlu8 von Kohlendioxyd erhalten. 
Lésungsmittel und iiberschiissiger Malonester wurden im Vak. abdestilliert und 
der Riickstand mit 25proz. Ammoniak 1 Stde. gekocht. Nach dem Abdampfen 
des Wassers wurde der dlige Riickstand aus Chloroform und aus Benzin (Sdp. 90 
bis 100°) umkristallisiert. Die Kristalle hatten einen Schmp. von 125°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit dem isolierten Produkt zeigte keine Depression. 

2. Aquimolare Mengen von f£-Phenyl-athylamin und Malonsaure- 
aithylester-amid® wurden, in Methanol gelést, im verschlossenen Kolben 12 Stdn. 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wurde unter Ausschlu8 von Kohlen- 
dioxyd das Lésungsmittel im Vak. abdestilliert und der Riickstand aus Benzol/ 
Benzin 2:1 mehrfach umkristallisiert. Die Kristalle besaBen einen Schmp. von 125°. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem isolierten Produkt ergab keine Depression. 


Zusammenfassung 


Bei der Aufarbeitung von Extrakten aus Garneelen (Crangon vulgaris) 
wurde eine Substanz isoliert, die auf analytischem Wege und durch di- 
rekten Vergleich mit einem synthetischen Praparat als Malonsiure-amid- 
[6-phenyl-athylamid] identifiziert werden konnte. Es wird diskutiert, ob 
es sich um ein Kunstprodukt der Aufarbeitung oder um eine natiirlich 
vorkommende Verbindung handelt. 


Summary 


In processing extracts from shrimp (Crangon vulgaris), a sub- 
stance was isolated, which, by analysis and by direct comparison with 
the synthetic material, was identified as N-[f-phenylethyl]-malonamide. 
The question as to whether this is an artefact or a naturally occurring 
substance is discussed. 


Doz. Dr. P. Karlson, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Miinchen 15, Goethestr. 33. 


13 B. Lindquist u. T. Storgards, Acta chem. scand. 7, 87 [1953]. 
14 §. Moore und W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 
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Uber die spezifische Zusammensetzung 
der Kaltetriibungen aus Bier 
: Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Gustav Kloos* 
Aus der Chemischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg (Baden) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr.h.c. St. Goldschmidt zum 70. Geburtstag 


Als Kaltetriibungen bezeichnet man die in Bieren bei der Lagerting 
bei tieferen Temperaturen auftretenden Triibungen nichtbiologischer 
Natur, welche dadurch gekennzeichnet sind, daB sie beim Erwarmen dbs 
Bieres auf 15— 20° wiederum in Lésung gehen; man unterscheidet sie voi 
den sogen. Oxydationstriibungen, deren Abscheidung, insbesondere nach 
dem Kontakt des Bieres mit Luftsauerstoff, irreversibel erfolgt. Als Be- 
standteile der Kaltetriibungen, auch der Oxydationstriibungen, hat man 
einen EiweiBkern, der den Hauptanteil darstellt, ferner Gerbstoffe bzw. 
Leukoanthocyane! sowie Kohlenhydratkomponenten und in kleineren 
Mengen Metalle festgestellt??, denen eine auslésende Funktion bei der 
Abscheidung der Triibungen zugeschrieben wird. 

Die analytische Priifung einer gréBeren Anzahl von Kaltetriibungen 
aus Bieren verschiedener Herkunft, iiber die wir hier berichten und die 
in erster Linie deren Eiweifanteil betrifft, hat zu der Feststellung gefiihrt, 
daB der EiweiB8kern der Triibungen, der aus zwei h6hermolekularen Peptid- 
komponenten besteht, ein spezifisches Substanzgemisch darstellt: Dies 
geht aus den Analysen ihrer Aminosiiurezusammensetzung, von denen 
wir hier nur eine wiedergeben‘, hervor als auch insbesondere aus dem 


* Mit Unterstiitzung und Beratung von Seiten der Deutschen Brau- 
gerstengemeinschaft und des Vereins zur Férderung der Brauwissen- 
schaft. 

1p. A. Lebreton, B.J.Gagnaire u. G.F.Michel, Wallerstein Lab. 
Commun. 20, 233 [1957]. 

2 B. D. Hartong, G. G. A. Mastenbroek u. F. Mendlik, European Bre- 
wery Convention, Proc. 1949, II, S. 250; R. Allouf, R.Munieru. M.Macheboeuf, 
ebenda 1953, S. 39. 

3 W. D. McFarlane, E. Wye u. H. L. Grant, European Brewery Conven- 
tion, Proc. 1955, S. 298; W. I. Benghoug u. G. Harris, J. Inst. Brewing 61, 134 
[1955]. 
4 Vgl. dazu die im wesentlichen iibereinstimmenden Analysenwerte, mitgeteilt 
auf der Tagung der Groupe des protéines, Semmering, 28.—31. 8. 1958, von 
E. Sandegren, von B. Trolle sowie von R. Scriban; siehe auch R. Lontie u. 
Th. Voets, Bull. Assoc, anciens Etudiants Brasserie Univ. Louvain, Nr. 1, S. 45 
[1959]. 





venti 
1953, 
E. C. 
L. Ck 





1959) 





Bd. 316 (1959) Uber die Kaltetriibungen aus Bier 89 


Befund, daB die simtlichen untersuchten Triibungen jeweils die gleichen 
amino- und carboxyl-endstindigen Aminosiuren aufweisen. Die beiden 
Peptidkomponenten der Kaltetriibungen, welche sich durch die Léslich- 
keit in verdiinnter Saiure bzw. in verdiinntem Ammoniak voneinander 
trennen lassen, sind durch einen hohen Gehalt an Prolin, von iiber 10 und 
von 24%, und daneben durch einen hohen Gehalt an Glutaminsiure aus- 
gezeichnet. Zusammen mit dem Befund, daB die Kaltetriibungen zum 
groBten Teil in hochprozentigem Alkohol léslich sind®, deutet dies darauf 
hin, daB der Eiwei8kern der Triibungen dem Hordein, dem prolinreichsten, 
alkoholléslichen Protein der Gerste, entstammt; nach dem Molekular- 
gewicht der Triibungskomponenten, entsprechend 21 000 bzw. 12 000, zu 
schlieBen, stellen ihre Peptidanteile offenbar héhermolekulare Abbau- 
produkte des Hordeins (Mol.-Gew. etwa 30000) dar, deren weiterer 
enzymatischer Abbau, vermutlich infolge des hohen Prolingehaltes, im 
Verlaufe der Malz- und der Bierwiirzebereitung nur ein unvollstandiger 
bleibt. Die Abscheidung der Kaltetriibungen aus dem Bier erfolgt dann 
woul durch Reaktion dieser Peptidkomponenten mit Leukoanthocyanen, 
baw. Gerbstoffen, welche sowohl der Gerste wie auch dem Hopfen ent- 
stammen kénnen*’, vielleicht unter Mitwirkung vorhandener Metall- 
spuren’. Bemerkenswerterweise scheinen die Kohlenhydratanteile der 
Triibungen, unter welchen Glucose, Arabinose und Xylose als Bestand- 
teile weitaus iiberwiegen, in monomerer Form, nicht als polymere Kohlen- 
hydrate zugegen zu sein, da bei ihnen keine Zunahme des Reduktions- 
wertes nach der Hydrolyse beobachtet wird; sie scheinen adsorptiv ge- 
bunden zu sein. Die sogen. Oxydationstriibung andererseits, welche sich 
z. B. nach der Abtrennung von Kaltetriibung aus dem Bier durch Ein- 
wirkung von Luftsauerstoff abscheiden liBt, findet man ihrem Léslich- 
keitsverhalten und ihrer Zusammensetzung nach, auch hinsichtlich der 
endstaéndigen Aminosiuren ihres Peptidanteils, mit der Kaltetriibung 
iibereinstimmend; sie unterscheidet sich von dieser aber durch ein héheres 
Molekulargewicht, scheint also aus ihr durch oxydative Vernetzung der 
Peptid- oder der Leukoanthocyan- bzw. der Gerbstoffkomponenten 
hervorzugehen. j 


Beschreibung der Versuche 


Die Gewinnung der Kaltetriibungen aus einer Anzahl von Bieren verschiedener 
Herkunft erfolgte meist durch Abkiihlen des Bieres wihrend 6—7 Stdn. auf —7°, 
in einem Fall vergleichsweise durch 2wéchige Lagerung bei —2°, in einem anderen 
durch 4woéchige Lagerung bei 0°. Die gebildeten Triibungen wurden dann mittels 
einer Uberlaufzentrifuge abgetrennt und nach Entfernung von Bierresten durch 

5 Siehe dazu L. Ljungdahl u. E.Sandegren, European Brewery Con- 
vention, Proc. 1955, S. 98. 

6 Vgl. G. Biserte u. R.Scriban, European Brewery Convention, Proc. 
1953, S. 48. 

7 Siehe dazu G. Harris, J. Inst. Brewing 59, 117 [1953]; 62, 390 [1956]; 
E.C. Bate-Smith, Food Research 5, 261 [1954]. 

8 Vgl. A. Bennett u. J. R. Hudson, J. Inst. Brewing 61, 127 [1955]; 
L. Chapon, European Brewery Convention, Proc. 1957, S. 281. 
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Waschen mit Wasser lyophilisiert; man erhielt sie so in Form eines hell- bis 
dunkelbraunen Pulvers. In einem weiteren Vergleichsversuch endlich wurde Kalte. 
triibung aus einem normal mit Malz allein bereiteten Bier und aus einem Ver- 
suchssud der gleichen Herkunft, bei welchem 30% des Malzes durch Rohrzucker 
ersetzt waren, gewonnen*. 


Tab. 1. Ausbeuten an KAltetriibung aus verschiedenen Bieren. 








Trii- Ver- Ab- g 

bung Herkunft des Biers arb. | kihlun ‘a 
Nr. hl auf , Trtibung 
1 Schwabenbrau, Diisseldorf. ...... 10 — 7? 9,5 
2 Paulaner-Thomasbrau, Miinchen ... . 6 — 79 11,5 
3 Karlsberg-Brauerei, Homburg (Saar) . . 6 —7 1,5t 
4 Brauerei Rob. Leicht, Stuttgart-Vaihingen 6 — 7° 2,7 
5a | Schwabenbrau, Diisseldorf. ...... 0,7; —7® 11,2 

- 5b | Schwabenbrau, Diisseldorf....... 0,9; —7° 1,8 

6a | Brauerei Rob. Leicht, Stuttgart-Vaihingen 3,3] —7° 6,7 
6b | Brauerei Rob. Leicht, Stuttgart- — - 4,5; —7° 3,1§ 
7 Brauerei Kronenburg, Dortmund... . 100 0° 12.5 














t Bier unter Beimischung von Rohfrucht (Mais) bereitet. 
§ Vergleichssud mit 30% Rohrzucker. 


1. Analyse der Kialtetriibungen 


a) Gesamtanalysen 

In den verschiedenen KAltetriibungen wurde neben dem Wasser- und Asche- 
gehalt der Gehalt an Stickstoff, an Kohlenhydrat sowie an Leukoanthocyanen und 
Gerbstoffen bestimmt. Als Asche-Bestandteile lieBen sich in allen Beispielen 
Schwefel, Phosphor, Silicium und Eisen, in einigen daneben auch Kupfer und 
Aluminium nachweisen. 

Die Priifung auf Kohlenhydrat nahm man durch Ermittlung des Reduktions- 
werts gegeniiber Fehlingscher Liésung nach Schoorl® vor sowie nach Hydrolyse 
mit 5n Ameisensaure entsprechend den Angaben von Kofrényi!® vor; der gefun- 
dene Reduktionswert wurde auf Glucose bezogen. Trennung und Identifizierung 
der nach der Hydrolyse gebildeten Zucker erfolgten papierchromatographisch 
mit Wasser/n-Butanol/Eisessig 5:4:1 als Lésungsmittel und Anilinphthalat (1,66 g 
Phthalsiureanhydrid + 0,93 g Anilin in 100 cm* mit Wasser gesattigtem n-Butanol) 
zur Entwicklung (nach dem Bespriihen 10 Min. auf 105° erwarmt). 

Zum Nachweis der Leukoanthocyane™ wurden 50 mg Substanz mit 25 cm’ 
2n HCl 25 Min. unter RiickfluB erhitzt, aus der entstandenen tiefrot gefarbten 


* Den Herren Brauereidirektor Hermann Boehm und Dr. H. Kohler vom 
Schwabenbrau, Disseldorf, sind wir fiir ihre wertvolle Hilfe bei der Isolierung der 
Mehrzahl der untersuchten Triibungen, Herrn Dr. G. Krauss von der Brauerei 
Rob. Leicht in Stuttgart-Vaihingen fiir die Durchfiihrung der Vergleichssude zu 
groBem Dank verpflichtet, desgleichen der Firma Henkel & Co., Diisseldorf, fiir 
die Uberlassung einer Sharples-Zentrifuge. Die Isolierung von Kalte- und nach. 
folgend von Oxydationstriibung aus einem groBen Ansatz verdanken wir der 
Freundlichkeit von Herrn Dipl.-Brauing. K. Kliemann von der Brauerei Kronen- 
burg in Dortmund. 

® N.Schoorl, Z. angew. Chem. 12, 633 [1899]; Z. Unters. Nahrungs- u 
GenuBmittel 39, 181 [1920]. 

10 K. Kofranyi, diese Z. 287, 170 [1951]. 
11 Siehe dazu E.C. Bate-Smith, Biochem. J. 58, 122 [1954]; W.G.C. 
Forsyth, ebenda 60, 108 [1955]. 
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Lésung wurden dann nach der Entfernung von Verunreinigungen durch zweimalige 
Extraktion mit Ather die Anthocyane mit n-Butanol aufgenommen; die papier- 
chromatographische Identifizierung mit Eisessig/Wasser/konz. HC] 30:10:3 ergab 
in allen Fallen Cyanidin und Delphinidin, meist in einem Mengenverhiltnis von 
etwa 4:1. Die quantitative Bestimmung der Farbintensitat erfolgte kolorimetrisch 
gegeniiber einer Lésung von 1 mg Cyanidinchlorid in 10 cm* n-Butanol. 

Den Nachweis von Gerbstoffen nahm man nach alkalischer Hydrolyse vor 
(100 mg Substanz mit 100 cm’ 5proz. KOH 4 Stdn. auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt), und zwar nach dem Ansduern durch Extraktion mit Ather und nach 
Reinigung des Atherauszugs mittels Hydrogencarbonats und Abdampfen des Athers 
durch Lésen in 2cm* Methanol und papierchromatographische Analyse!?; die 
Chromatogramme wurden mit einer waBr. Lésung von LEisen(III)-chlorid und 
Kaliumhexacyanoferrat(II) entwickelt. Auf Grund der ermittelten Rp-Werte lieBen 
sich in allen Triibungen Gallussiure und 3.6-Digalloyl-glucose nachweisen; daneben 
traten, als Zerfallsprodukte von Cyanidin, bzw. Delphinidin, noch Phloroglucin, 
bzw. Protocatechusaure auf; die Menge an Gerbstoffen belief sich stets auf weniger 
als 1% der Substanz. 

Die Ergebnisse der Analysen sind in Tab. 2, die nachgewiesenen Zucker in 
Tab. 3 verzeichnet. 


Tab. 2. Zusammensetzung von Kaltetriibungen. (Herkunft der Triibungen wie in 
Tab. 1; Angaben bedeuten Gehalt in %, bezogen auf lufttrockene Substanz.) 





























Trii- Protein Red.-Wert entspr. 

bung | Wasser Asche Stickstoff (ber.: Gineose Antho- 
_ Nx 6,25) ba Hydcolyee can 
1 5,0 3,5 10,4 65 7,0 7,0 — 
2 2,5 8,0 12,4 77 10,4 5 — 
3 3,5 4,9 9,1 57 13,4 8,6 an 
4 4,0 3,0 11,1 69 8,2 7.9 ee 
5a 4,5 4,2 10,2 64 7,4 4,1 — 
5b 3,5 3,8 9,4 59 7,0 3,5 ao 
6a 2,8 3,5 11,2 70 6,0 3,9 -- 
6b 3,2 8,0 11,0 69 10,5 4,2 a 
7 4,0 3,6 11,5 72 8, 6,7 5,1 





Tab. 3. Zuckerbestandteile in hydrolysierten Kaltetriibungen. 











— gefundene Zucker 

1 Glucose, Arabinose, Xylose 

2 Glucose, Arabinose, Xylose 

3 Glucose, Arabinose, Xylose 

4 Glucose, Arabinose, Xylose 

5a Glucose, Arabinose, Xylose 

5b Glucose, Arabinose, Xylose 

6a Glucose, Arabinose, Xylose 

6b ° Glucose, Arabinose, Fructose 

7 Glucose, Xylose, Fucose, Rhamnose 


2 0. Th. Schmidt u. R. Lademann, Liebigs Ann. Chem. 571, 141 [1951]. 
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b) Analysen der Eiwei8B-(Peptid-) Komponente 


Bausteinanalyse: Die Bausteinanalyse des Peptidanteils wurde mit der 
mittels Salzsiure hydrolysierten Triibung Nr. 7 nach dem verbesserten Verfahren 
von Moore und Stein durch Fraktionierung des Aminoséuregemischs an einer 
Saule von Dowex 50 X4 und durch Entwicklung mit einem Puffer von wechselnder 


Wasserstoffzahl und Ionenstarke durchgefiihrt; ihre Ergebnisse sind in Tab. 4f 


verzeichnet. 


Tab. 4. Bausteinanalyse des Peptidanteils von Triibung Nr. 7. (Angew. Menge 
entspr. 683,3 y N.) 


























eer % des ceed * %Y des 
Aminosaure yN Gineiet Aminosiaure y N an. mtd 

Asp 21,0 3,1 Met 2,4 0,4 
Thr 16,6 2,4 Ileu 8,4 1,2 
Ser 27,5 4,0 Leu 15,7 2,3 
Pro 88,9 13,0 Sa 18,5 2,7 
Glu 111,7 16,3 Phe 16,3 2,4 
Gly 51,8 7,6 Ammoniak 144,8 21,2 
Ala 15,4 2,3 Lys 14,9 2,2 
Val 14,0 2,0 His 19,7 2,9 
CySS (14) ° 13,3 2,0 Arg 42,0 6,1 

Summe | 642,9 | 94,1 


Endgruppenanalyse: Die Bestimmung der amino-endstandigen Amino- 
siuren erfolgte nach dem Verfahren von Sanger und Porter" in der von Biserte 
und Dautrevaux!® abgedinderten Form; die papierchromatographische Analyse 
der Dinitrophenylaminoséuren nahm man mit den von Braunitzer!* empfohlenen 
Lésungsmittelgemischen vor (n-Butanol/0,l proz. Ammoniak 1:1, bzw. 1,5 m 
Phosphatpuffer, px 6,0). 

Die Bestimmung der carboxyl-endstandigen Aminosauren erfolgte nach Wald- 
schmidt-Leitz und Gauss!’ unter Anwendung von krist. Carboxypeptidase bei 
pu 7,5 (20 mg Substanz + 2,0 cm* 75proz. Alkohol + 4,0 cm? Wasser, px einge- 
stellt mittels 0,1 n NaOH; 0,1 cm* Enzymsuspension, entspr. 1 mg, 30°, 5 Min.); 
zur papierchromatographischen Analyse der abgespaltenen Aminosiuren diente 
n-Butanol/88 proz. Ameisensiure/Wasser 75:15:10 bzw. 80proz. Phenollésung'’. 

Die Ergebnisse der Endgruppenanalysen einer Anzahl von Kaltetriibungen 
sind in Tab. 5 zusammengestellt. 


13 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 893 [1954]. 

14 F. Sanger u. R. R. Porter, Biochem. J. 89, 507 [1945]; 42, 287 [1948]; 
45, 563 [1949]; 58, 353 [1951]. 

15 G. Biserte u. M. Dautrevaux, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 240, 1153 
[1955]. 

16 G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

17 EK. Waldschmidt-Leitz u. K. Gauss, Chem. Ber. 85, 352 [1952]; diese 
Z. 298, 10 [1953]. 

18 R.Consden, A.H.Gordon u. A.J. P. Martin, Biochem. J. 38, 224 
[1944]. 
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Tab. 5. Endgruppenanalysen des Peptidanteils von Kaltetriibungen. 
(Angaben bedeuten: st = stark, d = deutlich, s = schwach.) 








Gef. 
Kaltetriibung aus Bier von amino- | carboxyl- 
endst. endst. 
Schwabenbrau, Diisseldorf (Nr.1) .......4... Glu (d)| Gly (d) 
Ser (s)| Ser (d) 
Ala (s)| Ala (s) 


Paulaner-Thomasbrauerei, Miinchen (Nr.2). ...... Glu (d)}| Gly (d) 


Karlsberg-Brauerei, Homburg (Saar) (Nr.3) ..... . _— Gly (d) 
Ser (d) 
Ala (s) 
Brauerei Rob. Leicht, Stuttgart-Vaihingen (Nr. 4)... . Glu (d)} Gly (d) 


Brauerei Heinekens, Rotterdam* ........... Glu (d)| Gly (st) 


Brauerei Witbread, London*............-. Glu (d)} Gly (st) 


Carlsberg-Brauerei, Kopenhagen, Probe I*.. .... . Glu (a@)} Gly (st) 
Ser (s)| Ser (st) 

Ala (d) 

Carlsberg-Brauerei, Kopenhagen, Probe II* ...... Glu (d)}| Gly (d) 
: Ser (s)} Ser (d) 

Ala (s) 

Brauerei Kronenburg, Dortmund ........... Glu (d)| Gly (d) 


Ser (d)}| Ser (d) 
Ala (s)}| Ala (s) 








* Die Triibungssubstanz wurde im Auftrag der European Brewery Convention isoliert und zur 
Analyse tiberlassen. 


2. Fraktionierungsversuche von Kialtetriibung 


Fraktionierung mit Saure: Nach dem Vorgange von Ljungdahl und 
Sandegren’® wurde 1 g der Triibung Nr. 7 mit 1 / 0,005 n HCl unter Rihren bei 
40° waihrend 8 Stdn. behandelt, danach wurde durch einen Filtertiegel vom Un- 
gelésten abfiltriert. Der dabei ungeléste Anteil belief sich nach dem Trocknen im 
Exsikkator auf 0,40 g, entspr. 40%; er wurde mit Wasser, dem wenige Tropfen 
konz. Ammoniaks zugesetzt waren (zu px 9,0), in Lésung gebracht. Die in Saure 
und die in Ammoniak lésliche Fraktion wurde jeweils zur Abtrennung niedrig- 
molekularer Anteile 48 Stdn. lang gegen das Lésungsmittel dialysiert, darauf durch 
Lyophilisieren isoliert (Komponente A, bzw. B); von beiden Komponenten wurden 
sodann neben der Bestimmung des Stickstoff-, des Kohlenhydrat- und des Leuko- 
anthocyangehalts Baustein- und Endgruppenanalysen des Peptidanteils sowie Mole- 
kulargewichtsbestimmungen in der Ultrazentrifuge durchgefiihrt, deren Ergebnisse 
Tab. 6 verzeichnet. 


19 L, Ljungdahl u. E.Sandegren, European Brewery Convention, Proc. 
1955, S. 98; vgl. E. Sandegren, Die Brauerei, Wiss. Beilage, 20. 12. 1956, sowie 
Referat auf der Tagung der Groupe des protéines, Semmering, 28.—31. 8. 1958. 
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Tab. 6. Analysen der Komponenten A (saureléslich) und B (NH,-léslich) aus Kalte. 
triibung. (Abkiirzungen wie in Tab. 5.) 





























Komponente 
A B 
Molekulargewicht. ...........4.2+42e+0-4 21 300 12 300 
MtickeronmenAlh (9)... ww ww et eww 11,5 8,3 
Reduktionsvermégen (%, bez. auf Glucose)* 
wor GerHydrolyse. .. . 2-2 1 1 1 ee ee 11,8 0 
MBCA RIVOEPOIVBO. -. .. wo se 4,8 0 
Gehalt an Anthocyan (%, bez. auf Cyanidin)**..... 1,8 0,1 
amino-endstaéndige Aminosiuren ........... Ala (s)| Ala (s) 
Ser (s)| Ser (s) 
carboxyl-endstandige Aminosfuren .......... Gly (d)| Gly (d) 
Ser (d)| Ser (d) 
Lys (d)| Lys (d) 
Bausteinanalysen Komponente Bausteinanalysen Komponente 
(% d.Gesamt-N): A B (% d. Gesamt-N): A B 
Asp 3,3 1,0 Met 0,3 0,4 
Thr 3,2 il Tleu 1,6 1,9 
Ser 5,0 ay Leu 3,5 1,4 
Pro ; 10,5 24,1 Tyr 3,3 2,3 
Glu 16,6 20,5 Phe 1,8 4,9 
Gly 5 10,1 2,3 Ammoniak 13,7 20,0 
Ala 2,8 1,7 Lys 2,2 1,0 
Val 2,1 11 His 4,2 2,5 
CySS (4) 5,2 Arg vB 3,2 
. Summe 96,5 91,1 





* Hydrolyse mit 5n Ameisensiure. 
** Nach Behandlung mit 2n HCl bestimmt. 


Fraktionierung mit Alkohol: Wie sich bei der Untersuchung von Kalte- 
triibungen der verschiedensten Herkunft erwies, ist ein groS8er Teil der Substanz, 
mindestens zwei Drittel derselben, in 75 proz. Alkohol léslich. Die Bestimmung der 
Alkoholléslichkeit nahm man durch Behandlung von jeweils 1 g Substanz mit 
11 75proz. Alkohol unter Riihren wahrend 8 Stdn. bei 45° vor; sie ist in Tab.7 
fiir die verschiedenen untersuchten Triibungssubstanzen wiedergegeben. 


Tab. 7. Léslichkeit von Kaltetriibungen in 75proz. Alkohol. 
(Zur Bezeichnung der Triibungen vgl. Tab. 1.) 





Tribung Nr... .. 1 2 3 4 5a 5b 6a 6b 
Léslichkeit (%). - . | 85 76 66 74 72 67 70 73 
































Die alkoholléslichen Anteile der Triibungen zeigen eine ahnliche Zusammen- 
setzung wie die Gesamtsubstanz; auch findet man, wie aus Tab. 8 ersichtlich, die 
endstaindigen Aminosauren ihres Peptidanteils, der meist um zwei Drittel betrigt, 
identisch mit denen der Gesamttriibung. 
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Tab. 8. Analysen des alkoholléslichen Anteils von Kaltetriibungen. 
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Cet Austen Reduktionsvermégen 

Tribung %N |% Protei ; (% Glucose) 
Nr. . ines amino carboxyl 

- yl- vor | nach 

endst. endst. Hydrolyse 

1 10,4 65 Glu (d) Gly (d) 7,0 7,0 
Ser (d) Ser (d) 
Ala (s) Ala (s) 

2 12,4 77 Glu (d) Gly (d) 10,4 8,5 
Ser (s) Ala (d) 
Ala (s) Ser (s) 

3 9,1 57 — Gly (d) 13,4 8,6 
Ser (d) 
Ala (s) 

4 11,1 69 Glu (d) Gly (a) 8,2 7,9 
Ser (d) Ala (d) 
Ala (d) Ser (s) 

5a 10,2 64 Glu (d) Gly (d) 7,4 4,1 
Ser (s) Ser (d) 
Ala (s) Ala (s) 

5b 9,4 59 Glu (s) Gly (d) 7,0 3,5 
Ser (s) Ser (d) 
Ala (s) Ala (s) 

6a 11,2 70 Glu (d) Gly (a) 6,0 3,9 
Ser (d) Ser (d) 
Ala (s) Ala (d) 

6b 11,0 69 Glu (d) Gly (d) 10,5 4,2 




















3. Analyse von Oxydationstribung 


Die Gewinnung von Oxydationstriibung erfolgte aus 35 hil Exportbier der 
Brauerei Kronenburg, Dortmund, nach vorheriger Abscheidung der Kaltetriibung, 
welche sich nach 4wéchigem Lagern bei 0° gebildet hatte, und zwar so, daB man 
das von der KAltetriibung abgetrennte Bier zwecks weitgehender Verteilung und 
Vermischung mit Luft durch ein Sieb unter gleichzeitiger Zufuhr von PreBluft laufen 
lieB. Nach 5tagiger Lagerung bei 2° wurde dann das Bier zur Beschleunigung der 
Ausbildung von Oxydationstriibung noch bei 68° pasteurisiert. Man isolierte nach 
dem Abschleudern, Waschen mit Wasser und Trocknen im Lyophilisator 5,6 g 
Substanz, deren Eigenschaften und Zusammensetzung in Tab. 9 verzeichnet sind. 


Tab. 9. Analyse von Oxydationstriibung. 





MGleuninmIWIOIUT tosis Ghee GG 6 6 4 Se es ee 8 ee 
Léslichkeit in 75proz. Alkohol (%) . . 2... 2. 6 ee ee ee ee 
Rermuiy Oh bier ota Hee naeeeht tee ey nels. 8 au Gs Bele ee 
Reduktionsvermégen (%, bez. auf Glucose) 

eG yd Ae SS ESE Se me ce 

nach Hydrolyse mit Ameisensiure. ......-..-2 sees 
Anthocyangehalt (%, bez. auf Cyanidin). ...........4-4 
amino-endstandige Aminoséuren ......- ee eee ee eee 


carboxy]-endstandige Aminosduren . . . . 2. / ee ee ee eee 











Uber die Kaltetriibungen aus Bier 


Tab. 9 (Fortsetzung). 
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Bausteinanalyse (% d. Gesamtstickstoffs) 

















Asp 4,1 | Met 0 
Thr 2,4 Tleu 2,0 
Ser 4,3 Leu 3,3 
Pro 11,2 Tyr 2,5 
Glu 12,7 | Phe 3,3 
Gly - 7,7. | Ammoniak 19,5 
Ala 3,4 | Lys 4,1 
Val 2,9 | His 5,5 
CySS (4) 0,7 | Arg 1,9 
Summe 98,7 


Zusammenfassung 


Die Analyse einer gréBeren Anzahl von Kaltetriibungen aus Bieren 
ergab, daB ihr Peptidanteil hinsichtlich der Zusammensetzung und der 
Natur der endstandigen Aminosiuren iibereinstimmt, demnach ein spe- 
zifisches Peptidgemisch darstellt. Die Triibungen enthalten daneben 
Kohlenhydrat und Leukoanthocyane sowie in geringen Mengen Gerbstoff 
und Metalle. Vergleichsweise wurde die Zusammensetzung von sogen. 
Oxydationstriibung ermittelt. 


Summary 


Analysis of a large number of chill hazes of beers showed, that their 
peptide fraction has the same composition and the same amino acid end 
groups, thus representing a specific peptide mixture. The hazes also 
contain carbohydrates and leucoanthocyanins and, in small amounts, 
tannins and metals. For comparison, the composition of the so-called 
oxidation haze was investigated. 


Prof. Dr. E. Waldschmidt-Leitz, Institut fiir Organische Chemie der Tech- 
nischen Hochschule, Miinchen, Arcisstr. 21. 
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Phosphorylierung von D-Glycerinsaure zu 
2-Phospho-D-glycerinsaure mit Glyceratkinase in Leber, I 
Zur Biochemie des Fructosestoffwechsels, I+ 
Von 
Walther Lamprecht, Tibor Diamantstein, Fritz Heinz und Peter Balde 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1959) 


Herrn Professor Dr. Dr.h.c. St.Goldschmidt zum 70. Geburtstag gewidmet 


Das Enzym Glyceratkinase wurde von Black und Wright? aus 
Hefe und von Ichihara und Greenberg’, sowie von Holzer und 
Holldorf‘ aus Leber isoliert. Wie man annimmt, setzt dieses Enzym 
D-Glycerinsiure mit ATP in Gegenwart von Mg? unter Freisetzung 
von ADP zu 3-rhospho-D-glycerinsiure um. 

In friiheren Arbeiten!> beschrieben wir Isolierung und Funktion 
einer Glycerinaldehyd-Dehydrogenase aus Rattenleber, die DPN- 
abhingig D- und DL-Glycerinaldehyd zur entsprechenden Glycerinsiure 
umsetzt. Die Anreicherung des gleichen Enzyms wiederholten vor 
kurzem Holzer und Mitarbeiter® aus Rinderleber; unsere Befunde 
wurden dabei bestiitigt. 

Die Bedeutung der Glyceratkinase-Reaktion fiir den glykolytischen 
Stoffwechsel der Fructose ist nun offensichtlich; auch die lange dis- 
kutierte Frage nach der Verwertung des D-Glycerinaldehyds kann jetzt 
weitgehend beantwortet werden: Fructose wird durch eine spezielle 
Kinase, die Ketokinase, in das 1-Phosphat iibergefiihrt; das letztere 
wird unmittelbar durch eine auf Leber, Darmschleimhaut und Niere 
beschrinkte Aldolase (1-Phosphofructaldolase) in - Dihydroxyaceton- 
phosphat und D-Glycerinaldehyd gespalten’-*. Glycerinaldehyd-De- 
hydrogenase und Glyceratkinase schlieBen eine unter Umgehung des 


1 J. Mitteil.: W. Lamprecht u. F. Heinz, Z. Naturforsch. 13b, 464 [1958]. 

2 §. Black u. N.G. Wright, Federation Proc. 15, 222 [1956]; J. biol. 
Chemistry 221,171 [1956]. 

3 A. Ichihara u. D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 225, 949 [1957]. 

4H. Holzer u. A. Holldorf, Biochem. Z. 329, 283 [1957]. 

5 W.Lamprecht u. I. Trautschold, diese Z. 311, 245 [1958]; dieselben, 
Arzneimittelforsch. 7a, 462 [1958]; W. Lamprecht, III. Internationaler Diabe- 
tiker-KongreB, Diisseldorf 1958, IDF-KongreB-Berichtsheft, G. Thieme-Verlag, 


Stuttgart, im Druck. 


6 A. Holldorf, C. Holldorf, S.Schneider u. H.Holzer, Z. Natur- 


forsch. 14b, 229 [1959]. 
7 F. Leuthardt u. H. P. Wolf, Helv. chim. Acta 36, 1436 [1953]; 37, 1732 


[1954]. 
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klassischen Embden-Meyerhof-Weges existierende Enzymkette der 
Leber, die 14 Mol des Ketozuckers in vier Reaktionsschritten zu Phos- 
phoglycerinsiure umsetzt!*-°. 

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir die Isolierung einer 
Glyceratkinase aus Leber-Mitochondrien, die D-Glycerinsiiure mit ATP 
in Anwesenheit von Mg?® zu 2-Phospho-D-glycerinsiure unter Frei- 
setzung von ADP phosphoryliert. Die angenommene Bildung von 
3-Phospho-D-glycerinsiure mit Kinase, ATP und D-Glycerinsaure*:! 
finden wir nicht bestitigt. 


Methodik und Ergebnisse 


I. Enzymatisch-optische Messung 
der Glyceratkinase-Aktivitat 

Das aus D-Glycerat, ATP, Glyceratkinase und Mg?®-Ionen ge- 
bildete 2-Phospho-D-glycerat (Abschnitt III) wird durch Enolase und 
Pyruvatkinase zu Pyruvat umgesetzt, letzteres wird durch Milchsiure- 
Dehydrogenase und DPNH zu Lactat reduziert. Durch die Anderung 
der DPNH-Extinktion erlaubt die letzte Umsetzung eine spektro- 
photometrische Messung der Aktivitait von Glyceratkinase, wenn die 
zugesetzten Glykolyseenzyme nicht limitierender Faktor bleiben. Sie 
sind deshalb im Testansatz in geniigend groBer Menge vorhanden. 

Die vier aufeinanderfolgenden Reaktionen zur Aktivititsbestim- 
mung von Glyceratkinase sowie die Bilanzreaktion lauten daher: 








Mg*?® 
p-Glycerat + ATP — + 2-Phospho-p-glycerat + ADP (1) 
2-Phospho-p-glycerat on rh Phosphoenol-pyruvat (2) 
Phosphoenol-pyruvat + ADP =» Pyruvat + ATP (3) 
Pyruvat + DPNH + H® > t-Lactat+ DPN® (4) 
D-Glycerat + DPNH + H® —+ L-Lactat + DPN® (5) 


Testansatz (modifiziert nach Holzer und Holldorf*): In eine Kiivette 
der Schichtdicke 10 mm werden in der angegebenen Reihenfolge folgende Sub- 
stanzen pipettiert (Endvol. 3,0 ml): 200 Mol Triithanolamin-Puffer, px 7,5; 
0,25 uMol DPNH; 200 uMol KCl; 30 wMol MgSO,; 0,01 ml Enolase (20 y); 0,02 ml 
Pyruvatkinase (100 y); 0,02 mi Milchsaure-Dehydrogenase (100 y); 10 uMol Na,- 
ATP; 10 uMol p-Glycerat; dazu soviel Leberextrakt- bzw. Enzymlésung (Glycerat- 
kinase), die mindestens 0,1 Biicher-Enzymeinheiten (E.) enthalt. Anstatt der 
krist. Enzyme kann man auch die Kaninchenmuskelfraktion IV nach Biicher’ 
zusetzen, die diese Enzyme enthilt. 

Nach Enzymzugabe wird die Extinktionsinderung bei 366 mu und 21—23° 
alle 60 Sek. gegen eine Kiivette mit gleichem Ansatz, die an Stelle von Glycerat 
Wasser enthalt, gemessen. Bei Verwendung von krist. ATP erhailt man durch 
Zusatz geringer Mengen ADP eine lineare Anfangsgeschwindigkeit (Reaktion bei 
Phosphoenol-pyruvat). Abb. 1 zeigt den Verlauf eines solchen Testes. 


8 F. Leuthardt, E. Testa u. H. P. Wolf, Helv. chim. Acta 86, 227 [1953]; 
H. P. Wolf u. F. Leuthardt, Helv. chim. Acta 40, 1033 [1957]. 
® R.J. Peanasky u. H. A. Lardy, J. biol. Chemistry 288, 365 [1958]. . 
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Fiir Glyceratkinase definieren wir nach Biicher!® eine Enzymeinheit (E.) 
als die Enzymmenge, die bei 25° die DPNH-Extinktion bei 366 my in 100 Sek. um 
0,100 andert, bezogen auf 1 ml und die 10-mm-Kiivette. Eine Enzymeinheit (E.) 
setzt in dieser Zeit also 0,030 uMol oder 20,1 y Coenzym/ml um. 



































\” 
075) 
the 
010 — 
8 

2 005 
Abb. 1. Optische Messung der Glycerat- 
kinase-Aktivitét. Start der Reaktion mit 

0,1 E. (Kurve A) bzw. mit 0,2 E. 
, (Kurve B). ¢ . ee A 


Als spezifische Aktivitat des Enzymes werden Enzymeinheiten (E.) pro 
mg Protein (E./mg) bezeichnet. Proteinbestimmungen erfolgten nach Biicher- 
Weichselbaum™. 

Versuchsmaterial: Enzyme, Coenzyme und Substrate wurden von C. F. 
Boehringer & Soehne, Mannheim-Waldhof, bezogern. Kaninchenmuskelfraktion IV 
nach Biicher?® stellte uns Dr. H. U. Bergmeyer, Tutzing, freundlicherweise 
zur Verfiigung. p-Glycerat wurde nach Wohl und Schellenberg" aus p-Glyce- 
rinaldehyd dargestellt. 


II. Anreicherung von Glyceratkinase aus Leber 


lg Rattenleber wurde mit 10 ml 4,8proz. KCl-Lésung bei 50000 U/Min. 
(2—4°; 2 Min.) homogenisiert und bei 20000 x g in der Kalte zentrifugiert (Ge- 
samtleberextrakt). 

Mitochondrien wurden aus Rattenleber nach Goldschmidt und Lamp- 
recht!? isoliert. Die gewaschenen Zellpartikel wurden in 10 m/ 4,8proz. KCl- 
Lésung suspendiert (hyperton), die Suspension im Kaltebad bei —60° eingefroren 
und bei Zimmertemperatur wieder aufgetaut. Nach zweimaliger Wiederholung 
dieser Manipulation waren die Mitochondrien vdllig zerstért (mikroskopische 
Kontrolle), die unléslichen Anteile wurden bei 20000 x g (15 Min. in der Kalte) 
abzentrifugiert (Mitochondrienextrakt). 

Folgende Manipulationen wurden durchweg bei 2—4° durchgefiihrt: Zu 10 ml 
Mitochondrienextrakt wurden unter Riihren 5,39 ml bei + 2° gesétt. Ammonium- 
sufatlésung, pH 7,6 (mit konz. Ammoniak eingestellt), langsam zugegeben. Nach 
\stdg. Stehenlassen wurde“bei 20000 x g 5 Min. zentrifugiert und das Sediment 
verworfen. Zu 10 mi des klaren Uberstandes wurden 2,1 m/ gesitt. Ammonium- 
sulfatlésung wie oben zugegeben, nach 14stdg. Stehenlassen wurde zentrifugiert, 
das Sediment in 0,02m Tridthanolamin-Puffer, pq 7,5, aufgenommen(Ammonium- 
sulfatfraktion). Die Lésung des Enzyms ist in eingefrorenem Zustand einige 
Tage haltbar. 


10 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czock, K.H. Ga- 

barde, E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
11 A. Wohl u. R. Schellenberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 1404 [1922]. 
12 St. Goldschmidt u. G. Lamprecht, diese Z. 807, 132 [1957]. 
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Wir fanden, daB isolierte Mitochondrien aus Rattenleber reichlich 
Glyceratkinase enthalten™® und Glykolyse-Enzyme in relativ geringer 
Menge anwesend sind. Es war deshalb zu erwarten, daB eine gute Ab. 
trennung von den glykolytischen Enzymen méglich ist. 

Wie Tab. 1 zeigt, sind etwa 50°% der Gesamtaktivitat an Glycerat- 
kinase in den Zellpartikeln lokalisiert. Durch fraktionierte Ammonium. 
sulfatfallung des Mitochondrienextraktes gelang eine Anreicherung des 
Enzyms auf das 50fache des Gesamtleber-Gehaltes. Die Anreicherung 
des Enzyms konnte in der Zwischenzeit um ein Mehrfaches gesteigert 
werden!. 


Tab. 1. Anreicherung von Glyceratkinase aus 16 g Rattenleber. 




















Gesamt- spezif. 
aktivitat | Aktivitat , reed Ausbeute 
(E.) (E./mg) epi vi iJ (%) 
Gesamtleberextrakt . . 160 0,05 _— (100) 
Mitochondrienextrakt . 80 0,5 10 50 
(NH,),SO,-Fallung aus 
Mitochondrienextrakt 75 2,5 50 47 


III. Identifizierung der Reaktionsprodukte 
a) Testansatzzur Bestimmung von 2-Phospho-D-glycerat 


2-Phospho-D-glycerat wurde durch Kopplung von drei aufeinander- 

folgenden Reaktionen (GI. 2, 3 und 4, S. 98) bestimmt; als Bilanz 
ergibt sich: 

2-Phospho-p-glycerat + DPNH + H® + ADP Lactat + DPN® + ATP (6) 





020 ~—.w-t 
t Pood 
MOH |PK ce 





Abb. 2. Enzymatisch-optische Bestim- 
010 btoosco44 mung von 2-Phospho-p-glycerat. Bei 
MDH Zugabe von 100 y Milchsiure- 
Dehydrogenase, bei PK von 100 y Pyru- 
vatkinase, bei En von 20 y Enolase. 
Kurve A entspricht 4,2 y 2-Phospho-p- 
; 0 16 0 glycerat in der Kiivette; Kurve B: dop- 
Min. —— pelte Menge Substrat. 
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13 W.Lamprecht, F. Heinz, T. Diamantstein u. P. Balde, diese Z., 
in Kiirze im Druck. 
14 T, Diamantstein, unver6ffentlicht. 
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In eine Kiivette von d = 10 mm (Gesamtvolumen 3,0 m/l) werden nachein- 
ander folgende Substanzen pipettiert: 0,25 uMol DPNH, 200 uMol KCl, 30 uMol 
MgSO,, 0,01 bzw. 0,005 wMol 2-Phospho-p-glycerat, 1004Mol ADP, 0,02 mi 
Milchsaure-Dehydrogenase (100 y), 0,02 ml Pyruvatkinase (100 y); mit 0,02m 
Tridthanolaminpuffer, pq 7,5, auf 2,99 m/ auffiillen; Start der Reaktion mit 0,01 ml 
Enolase (20 y) bei 21—23°, Messung bei 366 my. 

Abb. 2 zeigt den Verlauf eines solchen Testes, bei dem ausschlieBlich 
2-Phospho-D-glycerat erfaBt und quantitativ bestimmt wird. 


b) Testansatz zur Bestimmung von 3-Phospho-D- 
glycerat 
3-Phospho-D-glycerat wurde durch die glykolytische ,,Riickwiarts- 
reaktion“ bestimmt; die vier aufeinanderfolgenden Reaktionen und die 
Bilanzreaktion lauten: 


(PGK) | 1.3-Diphospho-glycerat (7) 


3-Phospho-p-glycerat + ATP ADP 

1.3-Diphospho-glycerat + DPNH + H® ——. rad DPN T HPO, (8) 
3-Phospho-glycerinaldehyd wna oe (9) 
Dihydroxyacetonphosphat -++ DPNH + H® a —. hat (10) 


3-Phospho-p-glycerat + ATP + 2DPNH _, %#Glycerophosphat + ADP 
+ 2H® +2DPN®+ H;PO, (11) 


Wie die Bilanzreaktion zeigt, werden beim Umsatz von 1 Mol 
3-Phospho-glycerat 2 Mol DPNH verbraucht, wodurch die Testempfind- 
lichkeit wesentlich gesteigert wird. Abb. 3 zeigt den Testverlauf. 

In eine Kiivette von d = 10 mm (Gesamtvolumen 3,0 ml) werden nachein- 
ander folgende Substanzen pipettiert: 0,25 ~.Mol DPNH, 30 «Mol ATP, 0,01 bzw. 
0,005 uMol 3-Phospho-p-glycerat; mit 0,02m Triathanolaminpuffer, py 7,5, auf 
2,85 ml auffiillen; 0,05 ml Phosphoglyceratkinase (100 y), 0,05 ml Phosphoglyce- 
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Abb. 3. Enzymatisch-optische Bestimmung 015 
von 3-Phospho-p-glycerat. Bei PGK wur- ” 





den 100 y Phosphoglyceratkinase, bei 
PGADH 100 y Phosphoglycerinaldehyd- 010 
\ 





Dehydrogenase, bei GDH/TIM 100 y En- 
zymgemisch Triose-Isomerase + «-Glycero- 
phosphat-Dehydrogenase zugegeben. 
Kurve A entspricht 3,5 y 3-Phospho-p- 

glycerat in der Kiivette; Kurve B doppelte 
Menge Substrat, : ” ; - 
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rinaldehyd-Dehydrogenase (100 y); Start der Reaktion mit 0,05 ml Enzym- 
gemisch Triose-Isomerase + «-Glycerophosphat-Dehydrogenase (100 y). Messung 
bei 21—23° und 366 mu. 


c) Enzymatisch-optische Bestimmung der entstehenden 
Phosphoglycerinsiure aus der Glyceratkinase-Reaktion 


a) Zusammensetzung der Inkubationslésung: Zum Nachweis der 
bei der Glyceratkinase-Reaktion entstehenden Phosphoglycerinsiure wurden 
folgende Enzym-Substrat-Inkubationsversuche durchgefiihrt: Die Mischung von 
etwa 10 E. Glyceratkinase der Ammoniumsulfat-Fallung (s. Abschnitt IT), 20 uMol 
D-Glycerat, 15 uMol Na,-ATP und 204Mol MgCl, wurde mit Triathanolamin- 
puffer (0,02—0,05m, px 7,5) auf 2,0 ml aufgefiillt und 50 Min. bei 30° inkubiert. 
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Abb. 4. Nachweis der Bildung von 2-Phospho-p-glycerat bei der Glyceratkinase- 

Reaktion. Bei MDH Zugabe von 100 y Milchsiure-Dehydrogenase, bei PK von 

100 y Pyruyatkinase, bei En von 20 y Enolase. Nach vollstandiger Umsetzung der 

enthaltenen 2-Phospho-glycerinséiure bei Bii IV Zugabe von 0,1 ml Kaninchen- 

muskelfraktion IV nach Biicher, bei 2.3-PGS von 0,3 4Mol 2.3-Diphospho- 
glycerat, bei 3-PGS Zugabe von 2 y 3-Phospho-p-glycerat. 


Der gleiche Ansatz, jedoch ohne Zusatz von Na,-ATP wurde wahrend der 
Inkubation als Blindwert verwendet, gegen welchen nach EnteiweiBung und 
Neutralisation im optischen Test gemessen wurde. 

Nach AbschluB der Inkubation wurden die Lésungen durch Eintauchen in 
ein kochendes Wasserbad (3 Min.) enteiweift, im Eisbad auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt und vom ausgefallenen Protein abzentrifugiert. In den‘ klaren Uber- 
stinden wurde spektrophotometrisch auf entstandene 2- oder 3-Phospho-p- 
glycerinséure analysiert. 

B) Enzymatische Testung auf 2-Phospho-glycerat: In zwei Kiivetten 
befanden sich die in Abschnitt IIla angegebenen Konzentrationen an DPNH, 
KCl, MgSO, und ADP, dazu kam in die MefSkiivette 0,10 ml der enteiweiBten 
Inkubationslésung, in die Vergleichskiivette 0,10 m/l der enteiweiBten Blindwert- 
Inkubationslésung; dann Auffiillen auf 2,95 m/ mit 0,02m Triathanolaminpuffer 
(pu 7,5). In jede Kiivette wurden unmittelbar aufeinanderfolgend die gleichen 


Enzymmengen pipettiert und daraufhin alle 60 Sek. die Differenzen der Extinktion | 


der Vergleichskiivette zur MeBkiivette bestimmt. 

Nach Zugabe von Milchsiure-Dehydrogenase und Pyruvatkinase 
fand keine Extinktionsinderung statt (Abb. 4), dagegen anderte die 
Zugabe von Enolase sofort die DPNH-Extinktion. Diese Extinktions- 
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anderung kann nur durch bei der Glyceratkinase-Reaktion entstandenes 
2-Phospho-D-glycerat verursacht werden. 

Um evtl. entstandenes 3-Phospho-glycerat zu bestimmen, wurden 
nach Ablauf der Reaktion 2-Phospho-glycerat—> Lactat zur Kiivetten- 
lésung 0,1 m/ Kaninchenmuskelfraktion IV nach Biicher, die Phospho- 
glyceratmutase enthalt, und 0,3 wMol 2.3-Diphospho-glycerat gegeben. 
Wie der Testverlauf in Abb. 4 zeigt, fand sich dabei keine weitere 
Extinktionsanderung. Wurde nun aber freies 3-Phospho-D-glycerat zu- 
gesetzt, so anderte sich die Extinktion sofort. 

Diese Versuche beweisen auf enzymatisch-optischem Wege, da 
bei der Glyceratkinase-Reaktion mit D-Glycerat und ATP ausschlieBlich 
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Abb. 5. Enzymatisch-optischer Test zum Nachweis, da bei der Glyceratkinase- 

Reaktion kein 3-Phospho-p-glycerat gebildet wird. Bei PGK Zugabe von 100 y 

Phosphoglyceratkinase, bei PGADH von 100 y Phosphoglycerinaldehyd-Dehydro- 

genase, bei GDH/TIM 100 y Enzymgemisch Triose-Isomerase + «-Glycerophos- 

phat-Dehydrogenase. Kontrolle des optischen Testes: Nach Zugabe von 3-Phospho- 
glycerat bei 3-PGS sofort einsetzender Extinktionsabfall. 


2-Phospho-glycerat inet wird, 3-Phospho-glycerat konnte nicht ge- 
funden werden. | . 

y) Enzymatische Testung auf 3-Phospho-glycerat: Mit 
Hilfe der in Abschnitt IIIb angegebenen Methode wurde nach den In- 
kubationsversuchen auf 3-Phospho-glycerat analysiert. Die Extink- 
tionsdifferenz-Messung (MeBkiivette zur Vergleichskiivette) erfolgte wie 
bei der 2-Phospho-glycerat-Bestimmung (2,85 ml Kiivettenvolumen vor 
der ersten Enzymzugabe). 

Das Ergebnis dieses Testes zeigt Abb. 5. Nach Zugabe von Phospho- 
glyceratkinase, Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrogenase, Triose-Isome- 
rase und «-Glycerophosphat-Dehydrogenase fanden sich in keinem der 
durchgefiihrten Inkubationsversuche nachweisbare Mengen an 3-Phos- 
pho-glycerat. 

Bei der Kontrolle des gekoppelten Enzymtestes gab zugesetztes 
3-Phospho-glycerat sofort eine, der Konzentration entsprechende Extink- 
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tionsinderung (Abb. 5). Analysen der Blindwert-Inkubationsversuche 
lieferten auch in diesem Falle negative Resultate. 

Auch dieser Test fiir 3-Phospho-glycerat zeigt, entgegen der An- 
nahme anderer Autoren**, keine Bildung von 3-Phospho-glycerinsaure 
aus Glyceratkinase, D-Glycerat und ATP. Wie unsere Ergebnisse ferner 
zeigen, ist mit der von Holzer und Holldorf* zur Aktivitatstestung 
der Glyceratkinase verwendeten Kaninchenmuskelfraktion IV (nach 
Biicher) bei der optischen Substratbestimmung keine Differenzierung 
zwischen 2- und 3-Phospho-glycerat méglich. 


d) Abhangigkeit der 2-Phospho-glycerat- Bildung 
von Enzym- und ATP-Konzentration 

Glyceratkinase wurde in gepufferter Losung mit p-Glycerat, ATP und Mg??- 
Ionen, wie in Abschnitt IIIc angegeben, inkubiert. In einer Reihe von Versuchen 
wurde !/,, der angegebenen Enzymmenge eingesetzt (1 E.), in parallelen Versuchen 
‘fehlte ATP. Nach AbschluB der Inkubation und nach EnteiweiBung wurde mit 
den beschriebenen enzymatisch-optischen Testen quantitativ auf 2- und 3-Phospho- 
glycerat analysiert. ; 

Tab. 2 zeigt, daB eine proportionale Abhingigkeit von eingesetzter 
Enzymmenge zur gebildeten Konzentration an 2-Phospho-glycerat 
besteht und daB die Reaktion nur in Gegenwart von ATP abliuft. Weiter 
geht aus der Tabelle hervor, daB in keinem der Versuche 3-Phospho- 
glycerat gebjldet wurde. 

Tab. 2. Abhangigkeit der Bildung von 2-Phospho-glycerat von der Enzym- 
konzentration und von ATP. 
Die Inkubationslésungen enthielten die angegebenen Mengen an p-Glycerat und 
Glyceratkinase, 15 uMol Na,-ATP nach Angabe, 20 Mol MgCl,, 0,02m Triathanol- 
aminpuffer, py 7,5; Gesamtvol. 2,0 m/, Inkubation: 50 Min. bei 30°. 











Ein- Ein- ; 
gesetztes gesetzte Gebildetes Gebildetes 
p-Glycerat Enzym- 2-Phospho-glycerat 3-Phospho-glycerat 
(4Mol) saemge (uMol) (Mol) 
(E.) 
+ ATP ATP + ATP —ATP 
20 10 6 0 0 0 
20 1 0,62 0 0 0 











e) Nachweis des bei der Glyceratkinase-Reaktion 
entstehenden ADP 
Nach Holzer und Holldorf* sowie Ichihara und Greenberg? 
setzt Glyceratkinase D-Glycerat mit ATP zu 3-Phospho-glycerat und 
ADP um. Zum Nachweis des dabei entstehenden ADP haben wir die 
Reaktionen (3) und (4) (s. S. 98) zum gekoppelten enzymatischen Test 
verwendet. 


Testansatz: In eine Kiivette der Schichtdicke 10 mm (Gesamtvol. 3,0 ml) 
wurden in der angegebenen Reihenfolge folgende Substanzen pipettiert: 0,25 uMol 
DPNH, 200 Mol Triithanolaminpuffer vom py 7,5, 200 4Mol KCl, 30 Mol 


MgSO,, 44Mol Phosphoenol-pyruvat, 10 Mol krist. ATP, 10 ~Mol p-Glycerat, | 
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0,02 ml Milchsiure-Dehydrogenase (100 y), 0,02 m/ Pyruvatkinase (100 y); Start 
der Reaktion mit 0,05 bzw. 0,10 ml Glyceratkinase (Ammoniumsulfat-Fallung nach 
Abschnitt Ile mit 5 bzw. 10 E.). Gemessen wurde bei 366 my und 21—23° 
gegen eine zweite Kiivette mit genau dem gleichen Ansatz, jedoch ohne Glycerat- 
Zusatz. 

Die enzymatische Bestimmung von ADP aus der Glyceratkinase- 
Reaktion zeigt Abb. 6. Die erst auftretende Anderung der DPNH- 
Extinktion wurde durch geringe Ver- 
unreinigung des ATP an ADP (1 bis 
2%) verursacht; erst nach dessen 
vollstandiger Umsetzung wurde Gly- 
ceratkinase zugesetzt. 

Wie Abb. 6 zeigt, fiihrte ein Zu- 
satz der doppelten Menge an Glyce- 
ratkinase zur Verdopplung der Reak- 
tionsgeschwindigkeit, d.h. pro Zeit- 
einheit wurde dann die doppelte Menge 
ADP freigesetzt. 














Abb. 6. Nachweis der ADP-Bildung bei 
der Glyceratkinase-Reaktion. Bei MDH Zu- 
gabe von 100 y Milchsaiure-Dehydrogenase, 
bei PK von 100 y Pyruvatkinase, worauf 
etwas ADP aus zugesetztem ATP umge- 
setzt wird. Bei GK Start der Reaktion 
mit Glyceratkinase. Kurve A = 5 E., Kurve 











sal ee 
> Alvoeratk; 20 40 
B = 10 E. Glyceratkinase. pelle 


f) Inkubationsversuche mit 3-Phospho-glycerat 


Es war zu priifen: a) ob mit Glyceratkinase, D-Glycerat und ATP 
nicht doch primir 3-Phospho-D-glycerat entsteht, welches wihrend der 
Inkubation durch eine in der verwendeten Enzymfraktion evtl. ent- 
haltene Glyceratmutase — wie Phosphoglyceratmutase oder Diphospho- 
glyceratmutase — letztlich in 2-Phospho-glycerat verwandelt werden 
kénnte. Die Existenz derartiger Mutasen wurde vor kurzem von Gri- 
solia und Joyce!® bewiesen; b) war zu kliren, ob Glyceratkinase das 
a-stiindige Hydroxyl der 3-Phospho-glycerinsiure ebenso wie das der 
Glycerinsiure phosphoryliert : 

3-Phospho-glycerat + ATP - a 2.3-Diphospho-glycerat -+- ADP 


Die Ergebnisse der folgenden Inkubationsversuche gaben auf beide 
Fragen Antwort: An Stelle von D-Glycerat wurde den Inkubations- 
l6sungen (analog Abschnitt IIIc) 3-Phospho-D-glycerat zugesetzt; die 


16 §, Grisolia u. B, K. Joyce, J. biol. Chemistry 284, 1335 [1959]. 
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Konzentration an Glyceratkinase variierte, die an ATP und Mg?® blieb 
unverindert. Zu Beginn und nach Abschlu8 der Inkubation wurde die 
vorhandene Menge an 3-Phospho-glycerat im enzymatisch-optischen 
Test bestimmt. 

Tab. 3 zeigt, daB 3-Phospho-glycerat von Glyceratkinase nicht 
umgesetzt wird. Auch unabhingig von der Konzentration an Enzym 
oder an 3-Phospho-glycerinsiiure findet sich zugegebenes 3-Phospho- 
glycerat nach der Inkubation unverindert vor. 


Tab. 3. Inkubationsversuche mit 3-Phospho-p-glycerat. 


Die Inkubationslésungen enthielten die angegebenen Mengen an 3-Phospho- 

glycerat (0 Min.) und Glyceratkinase (Ammoniumsulfat-Fallung, Tab. 1), 15 “Mol 

Na,-ATP, 20 uMol MgCl,; mit 0,02m Triaithanolaminpuffer, py 7,5, ad 2,0 mi. 

Nach 0 bzw. 60 Min. Inkubation bei 30° EnteiweiBen durch 3 Min. Erhitzen 
im kochenden Wasserbad. 








Glyceratkinase Mol 3-Phospho-glycerat 
(E.) nach 0 Min. t nach 60 Min. 
1 1,38 1,40 
5 7,45 7,50 
20 28,7 29 





g) Hemmung der Glyceratkinase-Aktivitat 

Im iiblichen Inkubationsversuch (s. Abschnitt IIIc) wurde die 
Glyceratkinase-Aktivitét durch Natriumfluorid gehemmt. Die Umsatz- 
rate, gemessen am gebildeten 2-Phospho-glycerat, blieb nach Zusatz von 
p-Chlormercuri-benzoat unverindert (Tab. 4). Aus der letztgenannten 
Feststellung geht hervor, daB Glycertkinase keine prosthetischen Sulf- 
hydrylgruppen enthalt, da p-Chlormercuri-benzoat als charakteristischer 
Hemmstoff fiir SH-Enzyme gilt. 


Tab. 4. Hemmung von Glyceratkinase durch Natriumfluorid und p-Chlormercuri- 
benzoat. 


Die Inkubationslésungen enthielten die angegebenen Mengen Hemmstoff, je 1 E. 

Glyceratkinase (Ammoniumsulfat-Fallung, s. Tab. 1), 20 wMol p-Glycerat, 15 uMol 

Na,-ATP und 20yuMol MgCl,; mit Tridithanolaminpuffer, py 7,5, ad 2,0 mi. 
Inkubation 60 Min. bei 30°. 

















Hemmstoff “Mol gebildetes Hemmung 
(Mol/Z) 2-Phospho-glycerat | 3-Phospho-glycerat (%) 
ohne 0,70 0 — 
Natriumfluorid 
1,0-10-% 0,41 0 39 
0,5- 10-3 0,56 0 18 
0,2-10-% 0,66 0 zy 
p-Chlormercuri-benzoat 
1,0-10-5 0,70 0 0 
0,5-10-5 0,68 0 0 
0,2-10-5 0,69 0 0 
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h) Siulenchromatographische Trennung 


Ichihara und Greenberg? identifizierten das Reaktionsprodukt 
aus der Glyceratkinase-Reaktion wie folgt: Nach der Inkubation von 
Enzym und Glycerinsiure-[3-14C], in Anwesenheit von ATP und Mg?®, 
wurde das entstandene Phosphoglycerat als Bariumsalz nach Zusatz 
eines 100fachen Uberschusses an ,,kaltem‘‘ 3-Phospho-glycerat gefallt!® 
und nach Entfernung des Bariums an der Dowex-Siule chromatogra- 
phiert!?. Das Verhaltnis von Isotopengehalt zu organischem Phosphat, 
welches nach der Analyse in den einzelnen Fraktionen der Eluate gleich 
bleibt, lieB auf das Entstehen von 3-Phospho-glycerat schliefen. 

Wir haben versucht, mit Hilfe der gleichen siulenchromatogra- 
phischen Methode!? 2-Phospho-glycerat von 3-Phospho-glycerat zu 
trennen: Die auf eine Dowex-1-Cl®°-Siule gegebene Mischung von je 
75 uMol 2- und 3-Phospho-glycerinsiure erscheint bei der Gradienten- 
Elution mit Saure an der gleichen Stelle; jede Fraktion (je 25 ml) wurde 
enzymatisch auf 2- und 3-Phospho-glycerat analysiert. Der Versuch 
zeigt, daB dieses Verfahren keine Unterscheidung zwischen 2-Phospho- 
glycerat und 3-Phospho-glycerat erlaubt. Auch nach Untersuchungen 
von Schmitz!8 ist es nicht méglich, wie beschrieben 2- und 3-Phospho- 
glycerinsiure an der Siule zu trennen. 


i) Papierchromatographische Trennung 


Mit dem von Ichihara und Greenberg? benutzten Verfahren der 
Papierchromatographie kann ebenfalls keine Trennung von 2- und 
3-Phospho-glycerinsaure erzielt werden. Im Durchlaufchromato- 
gramm (24 Stdn.) auf Whatman-No.1-Papier in Phenol/Wasser 8: 2 
erscheinen sowohl 2- und 3-Phospho-glycerat als auch die aquimolekulare 
Mischung von 2- und 3-Phospho-glycerat an der gleichen Stelle. Wie bei 
Ichihara und Greenberg wurden die Siéuren nach Kennedy und 
Barker?® mit Bromphenolblau als Indikator entwickelt. 


k) Hochspannungselektrophoretische Trennung 


Die nach der Inkubation von p-Glycerat mit Glyceratkinase, ATP und Mg?® 
erhaltene, enteiweiBte Lésung (s. Abschnitt IIIc) wurde bis auf etwa 0,5 ml im 
Vak. eingeengt und der Hochspannungselektrophorese unterworfen. Vergleichs- 
substanzen waren ATP, PO3?°, 2- und 3-Phospho-glycerat. Die Elektrophorese 
erfolgte bei einer Stromdichte von 80—90 mA (40 V/cm) iiber 3—4 Stdn., ent- 
wickelt wurde mit Molybdat-Reagenz nach Hanes und Isherwood”, 


Trotz mehrfacher Bemiihungen gelang es uns nicht, auf die be- 
schriebene Weise 2- von 3-Phospho-glycerat zu trennen*. Abb. 7 zeigt 


16 K.P. DuBois u. V.R. Potter, J. biol. Chemistry 147, 41 [1943]. 

17 A. WeiBbach, B.L. Horecker u. J. Hurwitz, J. biol. Chemistry 218, 
795 [1956]. 

18 H.Schmitz u. G. Walpurger, Angew. Chem. 71, 549 [1959]. 

19 EK. P. Kennedy u. H. A. Barker, Analytic. Chem. 28, 1033 [1951]. 

20 C.S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 

* Uber papierchromatographische und elektrophoretische Versuche zur 
Trennung von 2- und 3-Phospho-glycerat in Anwesenheit von iiberschiissigem 
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wohl das Entstehen einer Phosphoglycerinsiiure bei der Glyceratkinase- 
Reaktion, die Vergleichs-Positionskonstanten von 2- und von 3-Phospho- 
glycerat sind jedoch identisch (1,25, bezogen auf PO? = 1,0). 


i eA et hon ai Abb. 7. Hochspannungselektro- 

S 125 “Sa = | phoretische Trennung der Re- 

ca | -aktionsprodukte aus der Glyce- 
100 — ratkinase-Reaktion. Links: 

| Enteiwei®te Inkubationslésung 


| von D-Glycerat, Glyceratkinase, 

| ATP und Mg?® (0,5 ml) ;daneben 
059 cS | als Vergleichssubstanzen, ein- 

| 

| 


Positionskonst. (PQ, 


zeln aufgetragen: 2-Phospho- 
glycerat, 3-Phospho-glycerat, 
ATP und PO}. Entwickler: 
Molybdat-Reagenz; 40 V/cm. 





- SSS 
Inkubationslésung 2-PGS  3-PGS = AIP._— Pu ® 


Besprechung der Ergebnisse 


Das von uns isolierte Enzym, das mit ATP in Gegenwart von Mg”® 
die «-stiindige Hydroxylgruppe der D-Glycerinsiiure unter Freisetzung 
von ADP zu 2-Phospho-D-glycerat phosphoryliert (Gl. 1, S. 98), ist 
nach unserer Auffassung mit der von Holzer und Holldorf* bzw. von 
Ichihara und Greenberg? angegebenen Glyceratkinase identisch. Mit 
gleichen Versuchsanordnungen finden wir bei der Glyceratkinase- 
Reaktion die Bildung von 2-Phospho-glycerat und nicht, wie die Autoren 
angeben, ein Entstehen von 3-Phospho-glycerat. Es konnte gezeigt 
werden, daB auch keine der dabei zur Identifizierung des Reaktions- 
produktes benutzten Methoden eine Differenzierung zwischen 2- und 
3-Phospho-glycerinsiiure zulaiBt. 

Bei diesem Enzym handelt es sich um eine Kinase, die nur Glycerin- 
siure mit freier, endstindiger CH,OH-Gruppe am «-stindigen Hydroxyl 
phosphoryliert. Keine Umsetzung am «-Hydroxyl erfolgt dann, wenn 
die endstindige OH-Gruppe mit Phosphat verestert ist (3-Phospho- 
glycerat). Der enzymatische Mechanismus dieser Kinasereaktion wird 
deshalb von besonderem Interesse sein. Die zu solchen Untersuchungen 
notwendige Reinigung und Anreicherung des Enzyms konnte in der 
Zwischenzeit um ein Mehrfaches gesteigert werden. 

Unsere Befunde, wonach isolierte Leber-Mitochondrien relativ hohe 
Glyceratkinase-Aktivititen besitzen, ist fiir die Frage der Verteilung 
des Substratumsatzes innerhalb der strukturierten Zelle von besonderer 
Bedeutung. Uber diesbeziigliche Untersuchungen wird demniichst be- 
richtet!’. 


ATP, anorganischem Phosphat oder anderen Substanzen wird an anderer Stelle 
berichtet (W. Lamprecht u. F. Heinz, unveréffentlicht). 





3-P 





1959) 


nase - 
pho- 


‘ktro- 
r Re- 
rlyce- 
ks : 
sung 
nase, 
eben 
ein- 
spho- 
erat, 
kler : 
/cm. 





Bd. 316 (1959) Glyceratkinase in Leber, I 109 


In friiheren Arbeiten beschrieben wir die Isolierung der Glycerin- 
aldehyd-Dehydrogenase, die D- und DL-Glycerinaldehyd zu D- und 
DL-Glycerinsiure oxydiert?>. Nach Auffinden der Glyceratkinase kann 
nunmehr eine vollstiéndige Enzymkette fiir den glykolytischen Fruc- 
tose-Abbau in der Leber angegeben werden: 14 Mol des Ketozuckers 
kann in nur 6 Reaktionsschritten unter Umgehung des klassischen 
Embden-Meyerhof-Weges zu Brenztraubensiure umgesetzt werden 
(s. Schema). 

Glucose 
| 


t 
Glucose-6-phosphat 
it 
| 
Fructose-6-phosphat Fructose 
ih | 


Fructose-1.6-diphosphat Fructose-1-phosphat 


sal cetera Lemma aA Sa a oe ————— | 
{i it I ih 
3-Phospho-p-glycerin-__. Dihydroxyaceton- p-Glycerinaldehyd 
aldehyd Nut phosphat og l \ 
4 rae ‘ | 
| \ Glycerin | 
| | Wigs | 
| : a-Glycerophosphat v-Glycerinsaure 
I i} 
1.3-Diphospho-p- __——,|_~— 3- Phospho- __, 2-Phospho- 
glycerinsiure “* p-glycerinsiure* D-glycerinsdure 
| 
It 
Phosphoenol- 
brenztraubensaure 


i 


Brenztraubensaure 


| [3-Phospho-p- 
| glycerinaldehyd | 
r 


Glykolytischer Abbau von Fructose und Glucose in der Leber. 


Der Formulierung eines von Fructose zu Brenztraubensiure durch- 
gehenden enzymatischen FlieBgleichgewichtes stehen mehrere, von 
anderer Seite erhobene experimentelle Befunde gegeniiber. So werden 
vor allem zur Verwertung des Glycerinaldehydes im Stoffwechsel der 
Leber mehrere Reaktionsméglichkeiten beschrieben: 

Leuthardt und Wolf isolierten eine Glycerindehydrogenase, 
welche Glycerinaldehyd mittels DPNH zu Glycerin reduziert, allerdings 
wird L-Glycerinaldehyd bevorzugt umgesetzt’. Holzer und Schneider*! 


2 H. Holzer u. S. Schneider, Angew. Chem. 67, 276 [1955]; Klin. Wschr. 
33, 1006 [1955]. 
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konnten nachweisen, daB Glycerindehydrogenase mit der Alkohol- 
dehydrogenase der Leber identisch ist. 

Nach Hers und Kusaka* wird Glycerinaldehyd in der Leber mit 
ATP direkt zu 3-Phospho-glycerinaldehyd phosphoryliert. Fiir die 
Richtigkeit dieser Annahme werden von Hers experimentelle Unter- 
suchungen von Muntz angefiihrt®*, wonach in der Leber aus Fructose- 
[6-4C] Glykogen entsteht, in welchem die Kohlenstoffatome 1 und 6 
radioaktiv sind. Da beim Aufbau von Glykogen aus Glycerin-[3-“C] 
auch die Kohlenstoffatome 3 und 4 neben C-1 und C-6 markiert werden 
(gleichmaBige Phosphorylierung an beiden CH,OH-Gruppen des Gly- 
cerins zu a-Glycerophosphat), schlieBt Hers eine Reduktion des aus 
Fructose entstehenden Glycerinaldehyds zu Glycerin aus. Aus Glycerin- 
aldehyd-[3-14C] kann also nach Hers nur dann ein nur an C-1 und C-6 
markiertes Glykogen resynthetisiert werden, wenn der Aldehyd un- 
mittelbar zu Phosphoglycerinaldehyd-[3-'*C] phosphoryliert wird. 

Nun kénnen aber die Befunde von Muntz auch mit unseren Ergeb- 
nissen in Einklang gebracht werden: Nimmt man an, da&B der aus 
Fructose-[6-4C] entstehende D-Glycerinaldehyd-[3-4C] sich mit Gly- 
cerinaldehyd-Dehydrogenase und Glyceratkinase zu 2-Phospho-D- 
glycerat-[3-"4C] umsetzt, so kann dieses durch die glykolytische Um- 
kehrreaktion Glucose-6-phosphat-[1.6-4C] liefern. Letzteres kann iiber 
Glucose-1-phosphat-[1.6-"4C] in Glykogen eingebaut werden, welches, 
wie Muntz gefunden hat, an den Kohlenstoffatomen 1 und 6 das 
markierte “4C-Atom trigt. 

In welchem AusmaB die um den Glycerinaldehyd konkurrierenden 
Reaktionen im Stoffwechsel der Leber titsichlich stattfinden, laBt sich 
noch nicht sagen. Da die wahre Gréfe des zeitlichen Umsatzes eines 
Substrates durch ein enzymatisches FlieSgleichgewicht, z. B. die Ge- 
schwindigkeit des Abbaues von Fructose zu Brenztraubensiure, u. a. 
von der jeweiligen Stoffwechsellage des betreffenden Organs bestimmt 
wird, kénnen in-vivo-Versuche aufschluBreicher sein als Studien an 
isolierten Enzymen. 

Diesbeziigliche Untersuchungen wurden schon 1953 von Gold- 
schmidt und Mitarbeitern** durchgefiihrt. Es zeigte sich, daB bereits 
10 Min. nach Verabreichung von Fructose an Ratten ein starker Brenz- 
traubensiure-Anstieg in der Leber stattfindet (Sofortdissimilation der 
Fructose), der zu diesem Zeitpunkt auch schon sein Maximum erreicht. 
Bei Glucosegaben stellt sich hingegen das Maximum der Pyruvat- 
Bildung erst nach 30 Min. ein; auch dann betriagt dieser Wert nur etwa 


22, H.G. Hers u. T. Kusaka, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 11, 
427 [1953]. 

23 H.G. Hers, Le métabolisme du fructose, Ed. Arscia, Bruxelles 1957; der- 
selbe, Kohlenhydratstoffwechsel im Kindesalter, S. Karger-Verlag, Basel-New 
York 1959, S. 7. 

2 KE. Helmreich, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. F. Ritzl, diese Z. 
292, 184 [1953]. 
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1/, des Maximums nach Fructosegabe. Entsprechend der Mehrbildung 
von Pyruvat wird der Gehalt an aktivierter Essigsiure nach Fructose- 
gaben verstarkt. 

Andererseits findet sich nach O. Wieland?® bei Fructosebelastung 
der Ratte eine Zunahme der Giycerinkonzentration in Blut und Leber. 

Die oft bevorzugte Stellung der Fructose bei pathologischen Stoff- 
wechselsituationen wird beim diabetischen Leberstoffwechsel besonders 
deutlich. Wie wir zeigen konnten, kann gerade bei Diabetes der Keto- 
zucker in ‘der Leber den im Glucose-Stoffwechsel oft limitierenden 
Schritt der Substratphosphorylierung auf der Stufe der Triosephosphat- 
dehydrierung umgehen®. Nach Untersuchungen von Goldschmidt und 
Mitarbeitern?® enthalt die Leber alloxandiabetischer oder hungerdiabe- 
tischer Ratten nurmehr etwa 23% der normalen DPNH-Konzentration, 
sie bleibt nach Glucosezufuhr unverindert ; nach Fructosegaben erreicht 
DPNH wieder den Normalwert. 

Die dem Zuge des glykolytischen Abbaues folgende Wasserstoff- 
verschiebung ist bei Glucose einerseits und Fructose andererseits dann 
verschieden, wenn die beiden Hexosen auf den ihnen eigenen glykoly- 
tischen Reaktionswegen abgebaut werden. Die Frage, inwieweit diese 
durch das Coenzym DPN reguliert wird, welches nunmehr verschiedenen 
Enzymen gemeinsam ist (wie Glycerinaldehyd-Dehydrogenase, Phos- 
phoglycerinaldehyd-Dehydrogenase, Glycerin-Dehydrogenase, «-Glycero- 
phosphat-Dehydrogenase, Milchsiure-Dehydrogenase), kann heute noch 
nicht beantwortet werden. AusschlieBlich im Fall des glykolytischen 
Fructoseabbaues kénnen die Befunde an der diabetischen Leber dahin- 
gehend gedeutet werden, daB das glykolytische System der Leberzelle 
im Zuge des Ketozucker-Abbaues aus den zur Verwertung des D-Glyce- 
rinaldehyds konkurrierenden Enzymmechanismen die einzige DPNH- 
liefernde Reaktion, eben die der Glycerinaldehyd-Dehydrogenase be- 
vorzugt. Damit gewinnt zwangsliufig der fiir Fructose postulierte 
glykolytische Abbaumechanismus an Bedeutung. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch eine groBziigige Sachbeihilfe der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft geférdert. 


Fiir ungebundene finanzielle Zuwendungen (F.H. u. T.D.) haben wir 
Dr.H. P. Reinicke und Dr. H.P.Wolf (Deutsche Laevosan-Gesellschaft, 
C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim), fiir die Unterstiitzung mit Enzymen und 
Biochemica ,,Boehringer“‘ Dr. H. U. Bergmeyer (Tutzing) sehr zu danken. 


Zusammenfassung 


Aus Extrakten von Rattenleber-Mitochondrien wird ein Enzym 
isoliert, das D-Glycerat mit ATP in Gegenwart von Mg?® zu 2-Phospho- 
D-glycerat phosphoryliert (Glyceratkinase). 3-Phospho-D-glycerat wird 
durch Glyceratkinase nicht umgesetzt. 

25 Q, Wieland, Biochem. Z. 829, 313 [1957]. 


2 K.Helmreich, H. Holzer, W.Lamprecht u. St. Goldschmidt, 
diese Z. 297, 113 [1954]. : 
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Durch fraktionierte Ammoniumsulfatfillung wird das Enzym auf 
das 50fache des Gesamtleber-Gehaltes angereichert; Mitochondrien ent- 
halten etwa 50% der gesamten Enzymaktivitait der Leber. 

Zum Nachweis der bei der Glyceratkinase-Reaktion entstehenden 
Reaktionsprodukte 2- und 3-Phospho-D-glycerat sowie von Adenosin- 
diphosphat werden enzymatisch-optische Testverfahren beschrieben. 

Glyceratkinase wird durch Natriumfluorid gehemmt. Das Enzym 
enthilt keine prosthetischen Sulfhydrylgruppen, da p-Chlormercuri- 
benzoat die Wechselzahl des Enzyms nicht andert. 

Das aus Mitochondrien isolierte Enzym ist identisch mit einer bereits 
in der Literatur beschriebenen Glyceratkinase, welche D-Glycerat zu 
3-Phospho-D-glycerat umsetzen soll. Es wird nachgewiesen, daB mit 
keiner der dabei benutzten Methoden eine Differenzierung zwischen 2- 
und 3-Phospho-D-glycerat méglich ist (Papierchromatographie, Siulen- 
chromatographie, enzym-optischer Test mit mutasehaltigen Enzymen). 


Es wird ein glykolytischer Stoffwechselweg fiir Fructose in Leber’ 


beschrieben, wonach 1% Mol des Ketozuckers in 6 Reaktionsschritten 
unter Umgehung des klassischen Embden-Meyerhof-Weges zu Brenz- 
traubensiure abgebaut wird. 


Summary 


From extracts of rat liver mitochondria an enzyme was isolated 
which phosphorylates D-glycerate to 2-phospho-D-glycerate in presence 
of ATP and Mg*® (glycerate kinase). Glycerate kinase has no action on 
3-phospho-D-glycerate. 

By ammonium sulphate fractionation the enzyme concentration 
has been increased to 50 fold over that present in whole liver; mito- 
chondria contain about 50% of the total enzyme activity of liver. 
Enzymatic-optical methods are described for the determination of the 





Bd 








reaction products of the glycerate kinase reaction, 2- and 3-phospho-D- | 


glycerate and adenosine-diphosphate. Glycerate kinase is inhibited by 
sodium fluoride. The enzyme does not contain any prosthetic sulphydry] 
groups, since p-chloromercuri-benzoate does not alter the turnover 
number of the enzyme. 

The enzyme isolated from mitochondria is identical with a glycerate 
kinase already described in the literature and said to convert D-gly- 
cerate to 3-phospho-D-glycerate. It is shown in this paper, however, 
that a differentiation between 2- and 3-phospho-D-glycerate is not 
possible with any of the methods used (paper chromatography, column 
chromatography, enzymatic-optical test with mutase-containing en- 
zymes). A glycolytic degradation of fructose in liver is described in 


which 0.5 mol of the keto sugar is converted in 6 reaction steps to | 


pyruvic acid, thus bypassing the classical Embden-Meyerhof steps. 


Priv.-Dozent Dr. Walther Lamprecht, Organisch-Chemisches Institut der 
Techn. Hochschule Miinchen, Arcisstr. 21. 
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Glykolytische Reaktionen im Herzen 


Vorlaufige Mitteilung 
Von 
S. Nagle, W. H. Danforth, R. J. Bing* und E. Helmreich** 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juni 1959) 


E. Helmreich, R. J. Bing und seine Mitarbeiter widmen diese Arbeit Herrn Professor 
Dr. Dr. h. c. Stefan Goldschmidt anlaBlich seines 70. Geburtstages als Ausdruck 
threr Dankbarkeit und Verehrung 


Eine friihere Arbeit aus unserem Laboratorium beschreibt Ande- 
rungen des Kohlenhydratstoffwechsels des Herzens nach Stillstand des 
Coronarkreislaufes!. Von Interesse waren deshalb Untersuchungen iiber 
den glykolytischen Stoffwechsel des anoxischen Herzens nach aerober 
und anaerober Reperfusion. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen an Gly- 
kogen, ATP, HMP, FDP, DAP und PO? bestimmt}? und die nach 
Perfusion des anoxischen Herzens mit sauerstoffgesittigtem Vollblut 
oder sauerstofffreier Salzlésung auftretenden Anderungen im glykoly- 
tischen Substratdurchsatz ermittelt. Aus den Ergebnissen kann auf 
bestimmte Regulationsmechanismen des glykolytischen Systems im 
Herzmuskel geschlossen werden. 


Methodik 


15—25 kg schwere Hunde wurden mit Nembutal aniasthesiert; zur Ver- 
meidung der Blutgerinnung wurden 50 mg Heparin i. v. injiziert. 


* Aus dem Department of Medicine, Washington University, und dem 
Washington University Medical Service, Veterans Administration Hospital, 
St. Louis, Missouri. Die Arbeit wurde unterstiitzt vom U. S. Public Health 
Service, grant no. H-2678, dem Life Insurance Medical Research Fund, 
der American Heart Association, dem Tobacco Industry Research 
Committee und Burroughs Wellcome, Inc. 

** Aus der Division of Dermatology, Department of Internal Medicine, 
Washington University School of Medicine und dem Barnard Free Skin und 
Cancer Hospital, St. Louis, Missouri. 

Die Arbeit wurde zum Teil unterstiitzt vom U.S. Public Health Service, 
grant no. C 3958. 

+ Es werden folgende Abkirzungen verwendet: HMP = Hexosemono- 
phosphat, FDP = Fructose-1.6-diphosphat, DAP = Dihydroxyacetonphosphat, 
ATP = Adenosintriphosphat, Tris = Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan, ADTA 
= Athylendiamin-tetraacetat. 

1G.Michal, S.Nagle, W. Danforth, F. Ballard u. R.J. Bing, in 
Vorbereitung. 
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wurde das Perikard eingeschnitten, der Apex des linken Ventrikels mit einer Zange 


gefaBt und schnell abgetrennt. Substratanalysen dieses Muskelteils dienten als | 


Kontrollen (Probe K). 


Anoxaémische Periode: Der Rest des Herzens wurde herausgenommen | 
und in eine mit Stickstoff durchstrémte Salzlésung von 38—39° gebracht. Mit | 


Hilfe einer Gregg-Kaniile, die in die linke Coronararterie eingeniht wurde, konnte 
Blut im Bereich des Myciurds, das von diesem Gefai8 versorgt wird, mit Salz- 
lésung ausgespiilt werden. Die Herausnahme des Herzens und das Ausspiilen 
dauerten etwa 5 Minuten. 


Am Ende der anoxamischen Periode, im allgemeinen nach 15 Min., wurde ein 
Teil des rechten Ventrikels zur Substratbestimmung entnommen (Probe A). 


Reperfusion: Perfusionen ertolgten entweder mit sauerstoffbegastem 
Vollblut eines zweiten Hundes oder mit O,-freier isotonischer Salzlésung von 38°. 
Wahrend der Durchstrémung unter konstantem Druck von 60—80 Torr wurde 
das Herz in der Salzlésung belassen. Nach 15 Min. Perfusion wurden zur Substrat- 
bestimmung Muskelproben aus dem perfundierten linken Ventrikel entnommen 

- (Probe Ro, bzw. Probe Rvy,). 


Zusammensetzung der Salzlésung: 1/1 der Lésung enthielt 120 mMol 
NaCl, 0,6 mMol KCl, 2,1 mMol CaCl,, 1,2 mMol MgSO, und 10 mMol Tris, mit » HCl 
auf py 7,4 eingestellt. 


Zur Durchfiihrung der Perfusat-Analysen wurde der Apex nicht entfernt; 
das herausgenommene Herz wurde in einen Trichter verbracht und in einem Brut- 
schrank bei 38° unter feuchter Stickstoffatmosphiare gehalten. Eine kleine Pumpe 
(Sigma-Motorpumpe) fiihrte das gesammelte Perfusat wieder in die Coronararterie 
zuriick, so daB das Herz fortlaufend mit einem Gesamtvolumen von weniger als 
50 ml durchstrémt wurde. 


Substratbestimmungen: Je 1—1,5 g Gewebeproben wurden im Potter- 
Elvehjem-Homogenisator teils in kalter 5proz. Trichloressigsiure, teils in kalter 


5proz. Perchlorsiure aufgeschlossen. Von der Gewebeentnahme bis zur Deproteini- — 


sierung wurden etwa 2—3 Min. benétigt. Auf Inaktivierung mittels fliissigen 
Stickstoffs wurde verzichtet, weil die Dicke der Muskelprobe einen momentanen 
und vollstandigen Stillstand der enzymatischen Reaktionen im gefrorenen Muskel 
verhindert?. 


Der zentrifugierte Trichloressigsiure-Aufseh1uB diente zur Bestimmung 


von Glykogen, anorganischem Phosphat und Milchsiure. Glykogen wurde nach ~ 


Roe und Mitarbeitern® bestimmt. Da der Glykogengehalt des rechten Ventrikels im 
Hundeherzen etwa 20% hoher ist als der des linken*, wurden die gemessenen Gly- 
kogenwerte des rechten Ventrikels mit dem Faktor 0,83 multipliziert. Die Richtig- 
keit des Korrekturfaktors haben wir durch gleichzeitige Bestimmungen des Gly- 
kogengehaltes des linken und rechten Ventrikels bestatigt. Anorganisches 
Phosphat (+ Kreatinphosphat) wurde nach Fiske und Subbarow’, modifiziert 
nach Weichselbaum und Biicher®, bestimmt. Da die von uns angewendete 


2 D. M. Kipnis, E. Helmreich u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 284, 165 
[1959]. 


3.N. V. Carroll, R. W. Langley u. J. H. Roe, J. biol. Chemistry 220, 583 © 


[1956]. 
4 A. W. Merrick u. D. K. Meyer, Amer. J. Physiol. 177, 441 [1954]. 


5 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]; 81, 629 © 


1929]. 
6 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
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Kontrollen: Nach Eréffnung des Thorax unter kiinstlicher Beatmung | 
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Methode der Inaktivierung eine genaue Bestimmung des extrem labilen Kreatin- 
phosphates ausschlieBt, werden nur die Phosphat-Werte mitgeteilt. Milchsaiure 
wurde nach Barker und Summerson in der Modifikation von Le Page’ be- 
stimmt, nachdem stérende Substanzen mit CuSO, und CaO gefallt worden waren. 

Im neutralisierten Perchlorsaiure-Aufschlu8 wurden HMP, ATP, FDP, 
DAP und Pyruvat bestimmt. ATP und HMP wurden mittels Hexokinase und 
Glucose-6-phosphat- Dehydrogenase analysiert*. Die bei der HMP- Analyse stérende 
Hexokinase- Aktivitat des verwendeten Zwischenferment-Praparates wurde durch 
Ersatz des aktivierenden Mg” durch K® in Gegenwart von K-ADTA unterdriickt. 
Dabei wurde hauptsachlich Glucose-6-phosphat erfaBt, daneben, abhangig von der 
Hexose-Isomerase-Aktivitat des verwendeten Zwischenferments, Fructose-6-phos- 
phat?. Die spektrophotometrische Bestimmung von FDP und DAP erfolgte mit 
Aldolase und a-Glycerophosphat-Dehydrogenase, die von Pyruvat mit Milch- 
siure-Dehydrogenase. 

In der Perfusionsfliissigkeit wurden HMP und Milchséure bestimmt, die 
HMP-Analysen erfolgten in der barium-léslichen, alkohol-unléslichen Fraktion’, 
Milchséurebestimmungen in der barium-léslichen, alkohol-léslichen Fraktion 
nach den oben angegebenen Methoden. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die in der vorliegenden Arbeit angegebenen Gewebekonzentrationen 
des Herzens in situ (Probe K) stellen nur Vergleichswerte dar. Wir unter- 
stellen nicht, daB diese Ausgangswerte den tatsichlichen Konzentrationen 
entsprechen, die sich im normalen Herzen vorfinden. Glykogen wird mit 
so hoher Geschwindigkeit im Siugetiermuskel abgebaut, daB Ande- 
rungen des Glykogen- und HMP-Gehaltes innerhalb der Zeit eintreten, 
die zur Entnahme und Inaktivierung der Muskelproben erforder- 
lich ist. 

Wiahrend der Anaerobiose des Herzens steigen nach 15 Min. die 
Konzentrationen von HMP, Milchsiure (Tab. 1) und PO% (Tab. 2) an, 
der Gehalt an Glykogen und ATP nimmt ab (Tab. 1). Wahrend die 
Pyruvatkonzentration unverindert bleibt, zeigen FDP und DAP inner- 


_ halb der Versuchsfehler geringe Abnahmen. 


Die Summe von HMP und Milchséure entspricht in grober An- 
niherung der anaerob verschwindenden Glykogenmenge, woraus man 
schlieBen méchte, daB sich auBer diesen Metaboliten keine anderen 
Zwischenstoffe der Glykolyse in wesentlichen Konzentrationen an- 
sammeln. Diese Annahme wird gestiitzt durch den Nachweis, daB die 
Konzentrationen von FDP und DAP im anoxischen Herzen tatsichlich 








7 W.W. Umbreit, R.H. Burris u. J. F. Stauffer, Manometric Techni- 
ques, S. 270, 275, Burgess Publ. Co., Minneapolis, Minn. 1957. 

* Glucose-6-phosphat- Dehydrogenase wurde freundlicherweise von Dr. H. U. 
Bergmeyer der Firma C. F. Boehringer & Soehne, Biochem. Lab., Tutzing, zur 
Verfiigung gestellt. Dieses Praparat besitzt Glutathionreduktase-Aktivitat (persénl. 


_ Mitteil. von Dr. H. Narahara, Dept. of Biol. Chemistry, Washington University 


School of Medicine, St. Louis, Missouri). Entsprechend dem Gehalt des Muskels an 


oxydiertem Glutathion wiirden sich die HMP-Werte erniedrigen. — Die anderen 


Enzyme waren Produkte von Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri. 
g* 
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Tab. 1. Anderungen der Glykogen-, HMP-, ATP- und Milchsiure-Konzentrationen 
wahrend Anoxie und Reperfusion (in mMol pro 100 g Herzmuskel-Feuchtgewicht). 
K = Kontrolle, Probe aus dem linken Ventrikel des Herzens in situ. A = Anoxie, 
Probe aus dem rechten Ventrikel nach 15 Min. Anoxie (bei Exp. 7 nach 30 Min. 
Anoxie). Die Glykogenwerte des rechten Ventrikels wurden korrigiert, um einen 
Vergleich mit Proben aus dem linken Ventrikel zu erméglichen. Ro, = Reperfusion 
mit O,-gesitt. Blut. Probe aus dem linken Ventrikel nach 15 Min. Reperfusion. 
Ry, = Reperfusion mit O,-freier, Tris-gepufferter Salzlésung. Probe aus dem 
linken Ventrikel nach 15 Min. Reperfusion. 























Exp. Probe | Glykogen als Glucose HMP ATP Milchsaure 
7 K 5,9 0,02 0,27 
A 4,5 0,15 0,08 
Ro, 3,9 0,02 0,14 
11 K 2,7 0,01 0,31 
A 2,2 0,06 0,21 
Ro, 1,8 0,03 0,23 
12 K 2,6 0,03 0,23 0,9 
A 1,4 0,15- 0,11 2,2 
Ro, 0,9 0,10 0,08 2,1 
13 K 2,8 0,03 0,32 0,9 
A 2,7 0,13 0,20 1,6 
Ro, 1,2 0,05 0,20 1,0 
14 K 3,0 0,04 0,35 0,7 
A 1,2 0,23 0,08 2,9 
Ro, 0,4 0,14 0,02 2,1 
15 K 3,2 0,03 0,30 1,1 
A 2,2 0,15 0,15 1,6 
Ry, 1,2 0,09 0,07 1,2 (1,7)* | 
16 .K 4,1 0,03 0,36 0,6 
A 3,2 0,21 0,11 2,0 
Ry, 2,1 0,09 0,09 1,5 
\7 K 5,6 0,03 0,37 0,7 
A 4,5 0,12 0,21 1,5 
Ry, 3,0 0,05 0,11 0,8 








* Milchsiurekonzentration des Herzens nach Addition der Menge Milchsiiure, die in das 
Perfusat iibergetreten war. (Milchsiure im Perfusat: 300 “Mol. Durchstrémter Anteil des 
Herzens 60%). 


gering sind. Glykogen muB demgemiiS im anoxischen Herzen rascher 
zu HMP abgebaut werden als HMP zu Lactat. Obwohl sich HMP unter 
diesen Bedingungen aufstaut, und damit der Phosphofructokinase mehr | 
Substrat zur Verfiigung steht, bleibt dieses Enzym geschwindigkeits- | 
bestimmend fiir den glykolytischen Umsatz im anoxischen Herzen. Nach 

Cori und Cori®® zeigt der arbeitende Muskel eine im wesentlichen 

gleichartige Stoffwechsellage. 


8 C.F.Cori, in O.H.Gaebler, Henry Ford International Symposium 
Enzymes, units of biological structure and function“, 8.573, Academic Press 
Inc., New York. 1956. 
® G. T. Coriu.C. F. Cori, J. biol. Chemistry 107, 5 [1934]; 105, XVII [1934]. 
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Tab. 2. Gewebekonzentrationen von anorganischem Phosphat und Zwischenstoffen 
der Glykolyse* (in mMol pro 100 g Herzmuskel-Feuchtgewicht; Durchschnitts- 
werte, Zahl der Experimente in Klammern)f. 








Probe PO? FDP DAP Pyruvat 
K 0,90 (8) 0,013 (6) 0,009 (6) 0,003 (6) 
A 1,25 (8) 0,007 (6) 0,006 (6) 0,003 (6) 
Ro, 1,19 (5) 0,007 (3) 0,005 (3) 0,005 (3) 
. Ry, 0,95 (3) 0,005 (3) 0,006 (3) 0,002 (3) 
Signifikanz s der 
Methode! 0,11 0,0038 0,0042 0,0017 














* Abkiirzungen s. Legende zu Tab. 1. 


Reperfusionen mit O,-gesaittigtem Vollblut fiihren am_ iso- 
lierten anaeroben Herzen zu einem Abfall der Hexosemonophosphate. 
Anscheinend wird unter diesen Verhaltnissen die Geschwindigkeit des 
Glykogenabbaus verlangsamt, wodurch sich die Geschwindigkeiten der 
Reaktionen oberhalb und unterhalb der Stufe der Phosphofructokinase 
einander angleichen. Die Konzentrationen an HMP und Milchsiure 
nehmen ab. 

Diese Beobachtungen lassen vermuten, daB HMP und Milchsiure 
teilweise zu Glykogen zuriickgebildet werden. Doch konnte eine Netto- 
zunahme des Glykogens nach aerober Perfusion mit der hier beschrie- 
benen Versuchsanordnung nicht erreicht werden*. Eine weitere Ab- 
nahme des ATP nach Vollblut-Reperfusion konnte nicht in allen Fallen 
verhindert werden (Tab. 1). 


Im Gegensatz zur Durchstrémung mit Vollblut nahm ATP wahrend 
der Reperfusion mit O,-freier, gepufferter Salzlésung in allen 
Fallen weiter ab (Tab. 1). Trotzdem die Glykogenolyse sicher nicht 
verlangsamt war, fiel unerwarteterweise die Milchsiurekonzentration 
des Herzens ab. Analysen der mit Tris gepufferten Perfusionslésungen 
zeigten, daB wihrend dieser Versuche Milchsiure aus dem Herzen aus- 
tritt. Cori und Cori®?° haben gezeigt, daB die ini erschépten Muskel 
nach Arbeit auftretende Acidose infolge Anhaiufung von Milchsaure 
einen Schutzmechanismus auslést, der einen weiteren Abbau des er- 
schépften Glykogenvorrates verhindert. Ein solcher Mechanismus wiirde 
aber dann ausgeschaltet werden, wenn Milchsiure ausgewaschen wird. 


10 G. T. Cori u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 158, 321, 333 [1945]. 

t Infolge Unterbindung der Coronararterien oder durch Valvulotomie 
insuffiziente Herzen zeigen eine ahnliche Verteilung dieser Metaboliten; s. W. Lam- 
precht u. Th. Hockerts in W. H. Hauss u. H. Losse, 1. Symposium an der 
Universitatsklinik Miinster, 8S. 75, G. Thieme-Verlag, Stuttgart 1959. 

* In kiirzlich durchgefiihrten Versuchen ist es gelungen, Resynthese von 
Glykogen und ATP bei gleichzeitigem Verschwinden von HMP bereits 1—2 Min. 
nach aerober Durchstrémung zu erreichen, wenn das excidierte anaerobe Herz 
direkt in den Blutkreislauf eines lebenden Hundes eingeschaltet wurde (Manuskript 
in Vorbereit ung). 
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Zwei der beschriebenen Experimente (Exp. 12 und 14, Tab. 1) ent- 
sprachen in diesem Sinne der Situation eines erschépften Muskels, da 
nach 15 Min. Anoxie Glykogen und ATP sehr niedrig waren. Wahrend 
der Reperfusion mit O,-gesittigtem Blut nahm die Geschwindigkeit der 
Glykogenolyse ab. Die Milchsiurekonzentration blieb hoch. 

Vergleicht man die wihrend der anaeroben Periode vor der Per- 
fusion erhaltenen Resultate mit Anderungen wihrend der Perfusion, so 
zeigen sich wesentliche Unterschiede im glykolytischen Stoffwechsel des 
Herzens: Die bisher vorliegeriden Einzelversuche, die der weiteren Be- 
stitigung bediirfen, deuten an, da der im anoxischen Herzen auf- 
tretende HMP-Anstau durch die Glykogenolyse verursacht wird. An- 
dererseits verschwindet aber HMP in den Durchstrémungsversuchen 
trotz erhédhter Glykogenolyse, speziell bei anaerober Perfusion. Man 
kénnte daher vermuten, da8 die Strukturen des Herzmuskels durch die 
.Anoxie tiefgreifende Verinderungen erleiden™, so da wihrend der 
anaeroben Perfusion HMP aus dem Herzen austritt. Unter solchen Ver- 
suchsbedingungen konnten aber nur Spuren’ von HMP im Perfusat 





gefunden werden (weniger als 0,3 ~Mol), obwohl nach 15 Min. O,-freier 
Durchstrémung insgesamt 200—300 “Mol Milchsiure in das Perfusat 
iibergetreten waren. Es ist also anzunehmen, daB HMP in der Zelle | 
umgesetzt worden ist. Da unter den Verhiltnissen der anaeroben 
Durchstrémungs-Versuche die Glykogenolyse unvermindert schnell ab- 
lauft, wiirde das Verschwinden des HMP eine Folge gesteigerter Phos- 
phofructokinase-Aktivitét sein. In Anlehung an Coris® 1 Vorstellungen 
iiber die strukturelle Organisation des Muskels kann man beispielsweise 
annehmen, da Anaerobiose die Struktur des Muskels in ahnlicher Weise 
iindert wie Muskelarbeit. Solche Anderungen kénnten der Phospho- 
fructokinase das Substrat Fructose-6-phosphat leichter zugiinglich 
machen, d.h. die Michaelis-Konstante des Enzyms der lebenden Zelle 
verkleinern und dem Wert des isolierten Enzyms nahern (annihernd 
10-3 Mol//, gemessen mit Fructose-6-phosphat!**®, wodurch dann gréBere 
Mengen von HMP umgesetzt werden kénnten. 

Wie gezeigt wurde, ist die HMP-Konzentration im nichtperfun- 
dierten anoxischen Herzen erhéht; sie fallt bei anaerober Perfusion 
trotz erhéhter Glykogenolyse ab. Aus Tab. 1 ist ersichtlich, da Phos- 
phofructokinase, die eine sehr grofe Michaelis-Konstante besitzt, unter 
den Bedingungen der Perfusions-Experimente sicherlich nicht voll mit 
Substrat gesittigt ist. Daher kann eine Abnahme des HMP im an- 
oxisch-perfundierten Herzen weder durch Erhéhung der Substrat- 
sittigung — infolge Anderungen der Strukturen des Muskelgewebes 
in der Anaerobiose — noch durch gesteigerte Phosphofructokinase- 
Aktivitét -—- infolge anderer Ursachen (beispielsweise bedingt durch 


11 P, J. Randle u. G. H. Smith, Biochem. J. 70, 490, 501 [1958]. 

122 K. Helmreich u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 224, 663 [1957]. 

13M. P. Melnikova u. 8S. A. Neifakh, Biochemie [Russ.] 19, 425 [1954], 
zitiert nach J. A. Stekol, Annu. Rev. Biochem. 26, 630 [1957]. 
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Anderungen im Mg?@/ATP-Verhiltnis’15) — ausreichend erklirt 
werden. Es miissen deshalb andere Griinde fiir die gesteigerte Phospho- 
fructokinase-Aktivitat erwogen und experimentell gepriift werden. 

Studien iiber die chemischen Vorginge wahrend der Muskel- 
Kontraktion® zeigen wie die in dieser Arbeit mitgeteilten Resultate, 
da die Geschwindigkeit, mit der Glykogen zu HMP abgebaut wird, 
den Grad der Substratsittigung fiir die Phosphofructokinase bestimmt, 
die ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym des_ glykolytischen 
Systems ist. Wegen der raschen Umwandlung von Glykogen in HMP 
und wegen der langsamen Reaktion der Phosphofructokinase scheint 
diese Reaktionsfolge speziell geeignet, die Geschwindigkeit der Glykolyse 
im Saéugetiermuskel zu regulieren. 


Zusammenfassung 


Im anaeroben Herzen sind die Konzentrationen an anorganischem 
Phosphat, Milchsiure und Hexosemonophosphat erhéht, die von Gly- 
kogen und Adenosintriphosphat erniedrigt. 

Die Durchstrémung des Herzens mit Blut fiihrte in der bisherigen 
Versuchsanordnung nicht zu einer Zunahme des Glykogengehaltes, 
lediglich in der Mehrzahl der Versuche zu einer Verlangsamung der 
Glykogenolyse. Die Konzentrationen an Hexosemonophosphat und 
Milchsiure nehmen dabei ab. In einigen Versuchen wird der Adenosin- 
triphosphat-Abfall aufgehalten. 

Durchstrémung des Herzens mit O,-freier gepufferter Salzlésung 
verlangsamt den Glykogenabbau nicht, obwohl die Konzentrationen an 
Hexosemonophosphat und Milchsiure ebenfalls abnehmen. 

Griinde fiir das Verschwinden des Hexosemonophosphates und der 
Milchsiure im Herzen nach Durchstrémung mit sauerstoffhaltigem 
Blut und sauerstofffreier Salzlosung werden diskutiert. 


Summary 


In anaerobic hearts the concentrations of inorganic phosphate, 
lactic acid and hexose monophosphate are elevated, whereas those of 
glycogen and adenosinetriphosphate are lowered. 

Perfusion of the heart with blood did not, under the present ex- 
perimental conditions, lead to a rise of the glycogen level, only in most 
cases to a slowing down of glycogenolysis. The concentrations of hexose- 
monophosphate and lactic acid are therefore decreased. In some ex- 
periments the adenosinetriphosphate decrease is delayed. 


14 H.G. Hers, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 8, 416, 424 [1952]. 

18 H. A. Lardy u. R. E. Parks, Jr, in O. H. Gaebler, Henry Ford Inter- 
national Symposium ,,Enzymes, units of biological structure and function“, 
8. 584, Academic Press Inc., New York 1956. 
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Perfusion of the heart with O,-free buffered salt solution does not 
slow down glycogenolysis. Nevertheless, the concentrations of hexose 
monophosphate and lactic acid fall in the same way. 

Reasons for the disappearance of hexosemonophosphate and lactic 
acid in hearts perfused with oxygen-containing blood and with oxygen- 
free salt solution are discussed. 


Ass. Prof. Dr. E. Helmreich, Washington, University, Dept. of Internal 
Medicine, 600 South Kingshighway, St. Louis 10, Missouri, USA. 
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Zur Kenntnis der Struktur von Enantiostereomeren 
der y-Amino-8-hydroxy-buttersaure 
Von 
Masaji Tomita, Tsuneo Tomita und Ken-ichi Tomita 
Aus dem Biochemischen Laboratorium der Pharmazeutischen Frauen-Hochschule Kobe, dem 
Chemischen Laboratorium der Mukogawa-Frauen-Universitét und dem Physikalisch-Chemischen 
Institut der Universitat Osaka 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. November 1958) 


Herrn Prof. Dr. Karl Thomas zum 75. Geburtstag gewidmet 


Vor langerer Zeit hat der eine von uns (M. T.) zur Konstitutions- 
ermittlung des Carnitins die y-Amino-/-hydroxy-buttersiure syntheti- 
siertt und in Gemeinschaft mit Sendju ihre optisch-aktiven Formen 
dargestellt. Bei der Spaltung der Benzoylverbindungen mit Hilfe von 
Brucin konnten sie durch asymmetrische Synthese je zwei rechts- 
drehende und zwei linksdrehende Enantiostereomere erhalten. Die 





| Isomerie tiberdauerte auch die Abspaltung des Benzoylradikals mit 
| Bromwasserstoffsiure, so daB vier optisch aktive Formen der y-Amino- 

6-hydroxy-buttersdure, und zwar zwei Paare von Antipoden dargestellt 
_ werden konnten?. Inzwischen haben Tomita und Mitarbeiter® aus den 
Debye-Scherrer-Diagrammen der freien und methylierten y-Amino-f- 
hydroxy-buttersiuren sowie aus deren Verhalten bei der Biuretreaktion 
geschlossen, daB dic Séure I eine offene Kettenstruktur (dissoziierbare 
Form) und die Saure II eine Ringstruktur (schwer dissoziierbare Form) 
besitzt. Durch die bisher ausgefiihrten Arbeiten konnte allerdings noch 
nicht geklart werden, ob der Ring der Saure II zwischen Carboxy]l- 
und Hydroxylgruppe (Formel IT) oder zwischen Carboxyl- und Amino- 
gruppe (Formel III) geschlossen ist. Die Antwort auf diese Frage war 
von einer Untersuchung der IR-Spektren zu erwarten. 


® ® @ 
CH,—NH, tana CH,—NH, 
‘ 
(HOH CH—O H 
| ae CHOH ; 
CH, CH, H r : 
I CH 
CO,° b O poe 
° C--=-O 
O 8 
O 
I II Ill 


1M. Tomita, diese Z. 124, 253 [1923]. 

2 M. Tomita u. Y. Sendju, diese Z. 169, 263 [1927]. 

3 M. Tomita u. Y. Seiki, J. Biochemistry [Tokyo] 30, 101 [1939]; A. Mu- 
sashi u. K. Tomita, diese Z. 304, 65 [1956]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 316 9 
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Des weiteren ist es von Interesse, y-Amino-$-hydroxy-buttersaure 
als Muttersubstanz des Carnitins? in der Natur zu suchen, sei es in 
freier Form oder im Peptidverband. Dabei bietet sich die Papier. 
chromatographie als geeignete Methode an. 

Im folgenden soll deshalb iiber weitere Versuche zur naheren Cha- 
rakterisierung der beiden Isomeren der y-Amino-$-hydroxy-buttersaure 
berichtet werden. 


t. Papierchromatographische Untersuchungen 


Als Untersuchungsmaterialien dienten L-Saéure I, D-Saéure I, L. 
Saure II und D-Saure II, dargestellt nach 1.c.12. 
Aus Tab. 1 geht hervor, daB beide Isomere (Saéure I und Saure II) 
verschiedene, die optischen Antipoden aber immer gleiche Ry-Werte 
_ zeigen. 
Tab. 1. Rp-Werte der Enantiostereomeren der y-Amino-f-hydroxy-buttersaure in 
den Lésungsmittelsystemen A: n-Butanol/n-Buttersiure/Wasser 4:1:1,5 und B: 


tert. Butanol/Eisessig/Wasser 69,5:1:29,5. Papier Nr. 50 der Toyo-Filterpapier- 
Gesellschaft; Anfarbung mit Ninhydrin. 














Loésungsmittel- Versuchs- 
Substanz system bedingungen Ry-Werte 
oo 0,09 
pers Fe ws ak soe A 22 Stdn. 0,09 
| is 20° 0,07 
piagre 7a. wk kt 0,07 
t-Séure Is. .....-. 0.37 
pSimet ....5.5. B 27 Stdn. 0,37 
bSiureTT ......-. 20° 0,34 
p-SéureII....... 0,34 
ee Bs se isd ais 3 0,30 
aT re B 65 Stdn. 0,30 
ec ite), Ee 10° 0,27 
pShurell. ...... 0,27 











2. Infrarotspektroskopische Untersuchungen 


| 
Trotz der physiologischen Bedeutung der w-Aminosduren wurden| 
ihre IR-Spektren zusammenfassend bisher wenig behandelt*5. Dadurell 
ist die Deutung der IR-Spektren der y-Amino-f-hydroxy-buttersiurer| 
erschwert. 


Die Spektren wurden mit dem Hilger-Doppelstrahlspektrophotometer H 800 
mit Kochsalzoptik bei 23° in KBr gepreBt aufgenommen. Da sich optische Anti- 
poden gewohnlich in ihren IR-Spektren nicht unterscheiden, wurden nur die zwei 
isomeren kristallisierten D-Formen der y-Amino-$-hydroxy-buttersiure untersucht. 


4 H. M. Randall, R. G. Fowler, N. Fusonu. J. R. Dang], Infrared Deter. 
mination of Organic Structures, D. van Nostrand, New York 1949. 
5 A. Leifer u. E. R. Lippincott, J. Amer. chem. Soc. 79, 5098 [1957]. 
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Aus Abb. 1 ist zu ersehen, daB diese Spektren einige charakteristische 
Unterschiede aufweisen. Besonders auffallig ist die Absorptionsbande 
der Séure I bei 3424 cm-!, die im Spektrum der Saure IT fehlt. Sie ist 
einer freien OH-Valenzschwingung zuzuordnen. Der Bandenkomplex 
zwischen 3000 und 2500 cm- wird als NH-Valenzschwingung einer 
NH§-Gruppe gedeutet. Im Gegensatz dazu besitzt das Isomere II nur 
bei 3125 cm=! ein breites Absorptionsband, das vielleicht auf einer 
Uberlappung der beiden eben genannten Schwingungen bei Vorliegen 
einer intramolekularen Wasserstoffbriicke beruht®. Entsprechende Ab- 
sorptionsbanden sind beim Serin (3390 cm-'!), Homoserin (3175 cm:?) 
und Threonin (3125 cm-") zu beobachten’. 
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—=—Aly) 
Abb. 1. IR-Spektren der isomeren D-y-Amino-f-hydroxy-buttersiuren I (—) und 
II (----). 


Alle Aminosauren besitzen eine Bande bei 2100—2200 cm—!, deren 
Zuordnung bis heute noch nicht gesichert ist. Sie wird entweder als 
NH-Valenzschwingung’ oder als NH-Knickschwingung® einer NH?- 
Gruppe gedeutet. Bei den homologen «-Amino-w-hydroxy-sauren ver- 
schiebt sich diese Bande mit wachsendem Abstand der NH3- Gruppe 
von der elektronegativen OH-Gruppe nach héheren Wellenzahlen’; sie 
liegt z. B. fiir Serin bei 2032, fiir Homoserin bei 2083, fiir Pentahomoserin 
bei 2114 und fiir Hexahomoserin bei 2128 cm-'. 

Fir das Isomere I wurde eine entsprechende Bande bei 2105, fiir 
das Isomere II bei 2170 cm beobachtet. Wenn man auf Grund der 
bisher zusammengetragenen Befunde dem Isomeren I die Formel I und 
dem Isomeren II die Formel IT zuordnet, so 1aBt sich die Verschiebung 


_ dieser Bande im gleichen Sinne deuten: Der Ubergang von der freien 


oder an einer intermolekularen Wasserstoffbriicke beteiligten OH- 
Gruppe des Isomeren I zu der intramolekularen starken Wasserstoff- 





6 L. J. Bellamy, The Infrared Spectra of Complex Molecules, Methuen & 
Co., London 1954. 

7 R.J. Koegel, J. P. Greenstein, M. Winitz, S. M. Birnbaum u. R. A. 
McCallum, J. Amer. chem. Soc. 77, 5708 [1955]. 
g* 
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briicke zwischen OH-Gruppe und Carboxylgruppe des Isomeren [I 
kommt in einer Verschiebung der genannten Bande nach gréBeren 
Wellenzahlen zum Ausdruck; wie bei den Serinhomologen durch Ver- 
gréBerung des Abstandes wird hier durch die Wasserstoffbriicke die 
Wechselwirkung zwischen NH$-Gruppe und OH-Gruppe geschwacht. 

Besonders aus dem erstgenannten Unterschied, namlich dem Fehlen 
der OH-Valenzschwingung im Spektrum der Saure II, ist zu schlieBen, 
daB dieser Séure die Konstitutionsformel II zukommt. Auch im Hin- 
blick auf die Stabilitat der H-Briickenbindung und die Valenzwinkel ist 
Formel III und erst recht die Annahme einer H-Briicke zwischen y- 
Amino- und /-Hydroxylgruppe unwahrscheinlich. 


3. Untersuchung des spezifischen Drehungsvermégens 


: Nach dem Lutzschen Gesetz® andert sich das optische Drehungs- 
vermégen der L-«-Aminosauren bei Zugabe von Mineralsaure in positiver 
Richtung. Wir haben deshalb die spezifischen Drehwerte der vier 
isomeren Saéuren bei verschiedenem py gemessen. Das Ergebnis zeigt 








_e-----* 






Abb. 2. Spezifische Drehwerte 
der isomeren y-Amino-/- 
hydroxy-buttersauren. 

















Abb. 2. Dariiber hinaus sind in Tab. 2 auch die daraus berechneten 
molekularen Drehwerte angegeben. 

In neutraler Lésung besitzt Saiure I einen kleineren Drehwert als 
Saure II; dies stimmt mit der allgemeinen Feststellung tiberein, daf 
cyclische Verbindungen einen gréBeren Drehwert besitzen als die ent- 
sprechenden mit offener Kettenstruktur. 

Wie bei Vorliegen nur eines Asymmetriezentrums im Molekil zu 


erwarten, liegen die Kurven ungefahr symmetrisch zur Ordinatenachse. | 


Intermolekulare Wasserstoffbriicken werden im allgemeinen beim 
Auflésen der Kristalle in Wasser gelést; von der intramolekularen H- 


§ 0. Lutz u. B. Jirgensons, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 448 [1930]; 64, 
1221 [1931]. 
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Tab. 2. Spezifische und molekulare Drehwerte der isomeren y-Amino-f-hydroxy- 
buttersiuren (gemessen am Rex-Polarimeter). 


























Lésungsmittel | | L-Saure I p-Saure I L-Saure II | p-Saure IT 
29 
15m HCl [a]n + 28,69° —29,17° + 20,46° —15,53° 
' (Mj) | +34,14° —34,71° + 24,35° —18,48° 
29 0 ea 0 0 ——= ea 0 
1,0n HCI (alp + 24,93 26,62 + 12,70 14,17 
[M]p + 29,67° —31,68° + 15,11° —16,86° 
29 cael 0 0 we 0 
0,5n HCl [aI 62,65 + 64,00 3,05 0 
(My? | —74,55° + 76,16° — 3,63° 0 
29%* tak 0 0 me 0 0 
Wesua (Jp 3,45 + 3,72 19,62 +17,91 
[M], | — 4,11° + 4,439 | —23,35° + 21,319 
29 0 pans 70 = 6 seas 0 
0,5n NaOH aR + 2,68 3,47 3,11 5,21 
(Mj? } + 3,19° — 4,130 — 3,70° — 6,20° 
29 0 <i 0 0 Pern 0 
0n NaOH [lp + 11,16 14,64 + 12,92 8,67 
[M}7? | +13,28° —17,42° + 15,37° —10,32° 
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* Die hier gefundenen Werte weichen nur geringfiigig von den i. c.? angegebenen ab. 
Briicke der Konfiguration II ist dies wegen der starkeren Bindungs- 
energie jedoch nicht zu erwarten. In saurer, neutraler bzw. alkalischer 
Lésung sind deshalb fiir die beiden Saéuren die im Formelschema ge- 
zeigten Konfigurationen zu erwarten. 
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In neutraler Lésung werden sich wegen der elektrostatischen 
Anziehung NH§-Gruppe und Carboxylgruppe der Saure I (Formel Ib) 
einander nahern, was bei der ringgebundenen Saure II nicht méglich 
ist (IIb). Auch ist anzunehmen, da die durch die Carboxylgruppe ge- 
bildete Ebene in Ib senkrecht zu der Ebene steht, die durch die Atome 
C-1, C-2, C-4 und N festgelegt ist. Die Zahl der polarisierenden Gruppen 
ist im Isomeren I kleiner als im Isomeren II, wodurch sich auch der 
kleinere Drehwert von I erklart. 

In saurer Lésung verandert das Isomere I seine Konfiguration 
betrachtlich (Ic), was in der starken Veriinderung des Drehwertes mit 
einem Maximum in 0,5n HCl zum Ausdruck kommt; demgegeniiber ist 
die raumliche Anordnung des Isomeren II in Formel IIc im Vergleich 
zu IIb praktisch nicht verandert. 

In alkalischer Lésung hat das Isomere II zunachst die Kon- 
‘figuration IIa; in starker alkalischer Lésung wird aber die Wasserstoff. 
briicke gesprengt und IIa geht in Ia itiber, so daB die Drehwerte der 
beiden Isomeren etwa gleich werden. 


Herrn Prof. Dr. A. Butenandt sind wir fiir seine freundlichen Ratschlige 
zu bestem Dank verpflichtet. Auch danken wir Herrn Prof. Dr. I. Nitta herz- 
lichst fiir seine liebenswiirdige Unterstiitzung bei diesen Versuchen. AuBerdem 
sind wir Herrn H. Murakami fiir seine wertvolle Beratung sehr verbunden. Frl. 
N. Tokuhisa hat uns bei der Polarisationsuntersuchung fleiB®ige Hilfe geleistet. 


Zusammenfassung 


1. Bei der Papierchromatographie zeigen die beiden Isomeren y- 
Amino-/-hydroxy-buttersiuren (offene Saure I und ringgeschlossene 
Saure II) verschiedene Ry-Werte, wihrend sich die optischen Antipoden 
jeweils gleich verhalten. 

2. Aus den IR-Spektren und dem optischen Drehungsvermégen bei 
verschiedenen pu-Werten werden Schliisse auf die Konfiguration der 
beiden Isomeren gezogen. 


Summary 


1. The two isomers of y-amino-/-hydroxybutyric acid (open chain 
acid I and cyclic acid II) show different Ry values on paper chromato- 
grams, whereas the optical antipodes behave equally. 

2. Conclusions concerning the configuration of the two isomers are 
drawn from the I.R. spectra and optical rotation at different px values. 


Prof. Dr. Masajt Tomita, Nishinomiya, Kurakuen, 2 Bancho 161, Japan. 
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Die Spaltung von Kathepsin-C- und Chymotrypsin- 
Substraten sowie Hamoglobin durch tierische Organe 
und ihre Zellbestandteile 
Von 
H. Hanson, R. Kleine und W. Blech 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 
Direktor: Prof. Dr. H. Hanson 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Miirz 1959) 


Vorangehende Untersuchungen! hatten gezeigt, da8 Nierenhomo- 
genat die zum Nachweis von Kathepsin-C- bzw. Chymotrypsin-Wirkung 
benutzten Substrate Gly-tyr-AE* und A-tyr-AE nicht primar estero- 
lytisch zu spalten vermochte, wozu Leberhomogenat ohne weiteres in 
der Lage war. Tyr-AE wurde von den Homogenaten beider Organe 
gut verseift. Es blieb zu untersuchen, wie die Aktivitaét der Leber auf 
die verschiedenen Zellbestandteile verteilt ist, und ob die esterolytische 
Inaktivitit des Nierenhomogenats gegeniiber Gly-tyr-AE und A-tyr-AE 
auch in seinen Zellbestandteilfraktionen vorliegt. Diese Frage kann nicht 
von vornherein bejaht werden, da in Gesamthomogenaten mit der Még- 
lichkeit gegenseitiger Beeinflussungen der Zellbestandteile im Sinne von 
Hemmung oder der Konkurrenz ihrer Enzyme um das Substrat etwa 
in dem Sinne zu rechnen ist, daB Zellbestandteile mit hohen Amino- 
peptidase-Aktivitaten gegeniiber Gly-tyr-AE, wie sic in der Niere nach- 
gewiesen sind, eine durch andere Zellbestandteile eventuell mégliche 
Esterolyse dieses Substrates gar nicht in Erscheinung treten lassen. 
Bis auf eine Arbeit?, in der iiber die Verteilung der enzymatischen Aktivi- 
tit gegeniiber Glycyl-L-tyrosinamid in der Rattenleber mit stiarkster 
Aktivitaét in den Mitochondrien berichtet wird, sind Beobachtungen 
iiber die Lokalisierung der Aktivitaten gegeniiber synthetischen Chymo- 
trypsin- und Kathepsin-C-Substraten in Zellbestandteilen von Organen 
nicht mitgeteilt. 

Zum Vergleich wurde die Proteinaseaktivitit der Homogenate und 
Zellbestandteilfraktionen von Leber und Niere der Ratte mit Rinder- 
himoglobin als Substrat mituntersucht. Seine Aufspaltbarkeit durch 
die genannten Organpriparationen verschiedener Tierspezies ist zwar 

* Folgende Abkiirzungen werden benutzt: Gly-tyr-AE = Glycyl-.-tyrosin- 
aithylester; A-tyr-AE = N-Acetyl-.-tyrosin-aithylester; Tyr-AE = .-Tyrosin- 
athylester. 


1H. Hanson u. R. Kleine, diese Z. $15, 208 [1959]. 
2 J.T. Finkenstaedt. Proc. Soc. exp. Biol. Med. 95, 304 [1957]. 
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schon mehrfach festgestellt worden*-’, wobei auch einige Male in paral. 
lelen Versuchen die gegeniiber Rinderhimoglobin festgestellte Aktivitit 
der Priparationen mit der gegeniiber synthetischen, fiir die Kathepsine A 
und B charakteristischen Substraten verglichen wurde>-’. Jedoch sind 
in derartige Untersuchungen bisher synthetische, fiir Kathepsin C bzw. 
Chymotrypsin spezifische Substrate nicht einbezogen worden. Deshalb 
schien es uns angebracht, zur Vervollstiindigung der Befunde iiber das 
proteolytische Wirkungsspektrum von Leber und Niere der Ratte und 
zur eventuell méglichen Herausarbeitung von Unterschieden zwischen 
den Organen sowohl mit Rinderhimoglobin als auch mit den eingangs 
genannten, bisher in dieser Richtung jedoch nicht tiberpriiften synthe- 
tischen Substanzen als Substraten Versuche durchzufiihren, iiber die 
nachfolgend berichtet wird. 


Methodik 
Organpraparationen 


Die Herstellung der Organpraparationen von Leber und Niere der Ratte 
erfolgte nach dem friiher* mitgeteilten Schema zur Fraktionierung in Kerne, 
Cytoplasma und Mitochondrien. Fiir einige synthetische Substrate wurde die 
Aktivitaét noch in der Mikrosomenfraktion bestimmt (vgl. dazu das Fraktionie- 
rungsschema l. c. °). 

Die Nummern der Versuchstiere stimmen mit denen in den friiheren Ar- 
beiten®!° jiberein. 


Bestimmung der Proteinaseaktivitat mit Rinderhamoglobin* 
als Substrat 


Die Bestimmung der Proteinaseaktivitait in den Organpraparationen erfolgte 
mit Hilfe des Anson-Verfahrens nach den kiirzlich® mitgeteilten Angaben. 


Zur Aufstellung von py-Aktivitétskurven der Organpraparationen wurde das 
Veronalacetat-HCl-Universalpuffergemisch nach Michaelis! benutzt. Fir die 
beim pyH-Optimum der Proteinasewirkung durchgefiihrten Versuche diente Na- 
triumacetatpuffer. — In allen Versuchen wurde das Himoglobin im Puffer gelést 
(2%). po wurde mit der Glaselektrode iiberpriift. 

* Fiir die freundliche Uberlassung von Rinderhamoglobin sei den Behring- 
Werken, Marburg/Lahn, an dieser Stelle bestens gedankt. 

3 K. Lang u. E. Wegener, Biochem. Z. 318, 462 [1948]; K. Lang, G. Sie- 
bert, I. Baldus u. A. Corbet, Experientia [Basel] 6, 59 [1950]; C. de Duve, 
B.C. Pressman, G.Gianetto, R. Wattiaux u. F. Appelmans, Biochem. J. 60, 
604 [1955]; R. Wattiaux u. C. de Duve, ebenda 68, 606 [1956]. 

4K. Lang u. G. Siebert, Suomalaisen Tiedeakatemian Toimituksia [Ann. 
Acad. Sci. fennicae], Sarja A. II 60,73 [1955]. 

5 M. Maver u. A. Greco, J. nat. Cancer Inst. 12, 37 [1951]. 

6 M. Maver, A. Greco, E. Lovtrup u. A. Dalton, J. nat. Cancer Inst. 13, 
687 [1952]. 

7 W. Rademaker u. J. B.J.Soons, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 24, 451 [1957]. 

8 H. Hanson, W. Blech, P. Hermann u. R. Kleine, diese Z. 315, 181 
[1959]. 
®* H. Hanson u. W. Blech, diese Z. 315, 191 [1959]. 

10 H. Hanson, P. Hermann u. W. Blech, diese Z. 315, 201 [1959]. 
1 L, Michaelis, Biochem, Z, 284, 139 [1931]. 
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Bestimmung der Esteraseaktivitaten 

1. Substrate: Eingesetzt wurden: Tyr-AE (zur Aminosiureesterase- 
Bestimmung), Gly-tyr-AE (fiir die Dipeptidesterase-Aktivitat bzw. als Kathepsin- 
(-Substrat) und A-tyr-AE (fiir die typische Chymotrypsin-Aktivitat). 

Uber die Darstellung der genannten Substrate s. 1. c. 1. 

2. Bestimmungsmethoden der Esteraseaktivitaten: Nach papier- 
chromatographischer Trennung wurden Tyr-AE und Gly-tyr-AE als Ninhydrin- 
farbstoff-Kupfer-Komplexe, A-tyr-AE mit der Diazoreaktion quantitativ be- 
stimmt. Methodische Einzelheiten beziiglich der Durchfiihrung, Auswertung und 
Berechnung der Versuche s. 1. c.!. — Aktivitaétsangabe erfolgt in Form der H ydro- 
lysenrate: uMol gespaltenes Substrat (bei Gly-tyr-AE und A-tyr-AE) bzw. 
gebildete Aminosaiure (bei Tyr-AE) pro mg Protein-N und 60 Min. bei 37,5°. 

3. Die Zusammensetzung der Ansatze war in allen Versuchen, in denen 
synthetische Substrate zur Anwendung kamen, einheitlich: Ansatzvolumen 
1 ml mit 0,2 ml der jeweiligen Enzympraparation, Substratkonzentration 0,01m 
(Naheres s. 1. ¢. 4). 


Ergebnisse 
A. Verteilung der Proteinaseaktivitat 
auf Leber- und Nierenzellbestandteilfraktionen 
1. po-Abhingigkeit der Proteinaseaktivitat 

Der Verlauf der Spaltung in Abhingigkeit vom pn ist aus der Ab- 
bildung zu ersehen. Die MeBpunkte der Kurven geben die Durchschnitts- 
werte von Rattenleber- und Rattennierenhomogenaten und den Zell- 
bestandteilfraktionen dieser Organe wieder. Aus ihnen liBt sich folgendes 
entnehmen: 
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pu-Kurven der proteolytischen Aktivitat von Leber- und Nierengesamthomogenat 
und ihren Zellfraktionen. Substrat: Rinderhiémoglobin. 
L = Leber; N = Niere; Hydrolysenrate: «Mol gebildetes Tyrosin/mg Protein-N/ 
60 Min.). a) Gesamthomogenat, b) Kern-, c) Cytoplasma- und d) Mitochondrien- 
fraktion. 
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a) das Aktivitaétsmaximum liegt sowohl fiir Leber als auch fiir Niere 
bei pu 3,4—3,7, 

b) im Gegensatz zur Leber weist die py-Kurve der Niere bei pu 7,0 
bis 7,5 einen deutlichen zweiten Gipfel auf, 


c) in Cytoplasma-, Kern- und Mitochondrienfraktion entsprechen 
die pu-Optima denjenigen in den Gesamthomogenaten. 


Tab. 1. Verteilung der katheptischen Proteinaseaktivitét in Rattennieren- und 

Rattenleberzellbestandteilfraktionen (pp 3,5—3,7; Substrat: Rinderhamoglobin). 

Die Werte stellen die Hydrolysenraten (uMol gebildetes Tyrosin/mg Protein-N/ 
60 Min.) dar. 


% = Mittelwert; s = Standardabweichung; s, = mittlerer Fehler des Mittel- 

wertes; t = Abweichung zur Priifung der Signifikanz der Differenz der beiden 

zu vergleichenden Mittelwerte zur P-Ermittlung; P = Wahrscheinlichkeit der 
; t-Verteilung (Tabellenwerte aus 1. c. 12 entnommen). 



















































* Fir die Tiere 3—19: 0,0391; fiir die Tiere 20 und 21: 0,1745. 


12 Wissenschaftl. Tabellen, Dokumenta Geigy, 1955. 








. Gesamt- : : . 
Tier Nr. homogenat Kerne Cytoplasma Mitochondrien 
Niere | Leber | Niere | Leber | Niere | Leber | Niere Leber 
3 4,74 1,37 6,10 Ae hf 4,25 1,64 0 1,25 
4 ° 4,25 4,82 3,54 2,38 3,84 2,12 0 4,30 
5 6,74 2,76 5,10 2,76 2,88 2,62 1,17 3,21 
6 5505 1,76 3,69 1,76 5,28 2,46 0 2,15 
| 6,34 1,61 5,77 3,47 4,84 2,51 0 2,33 
8 3,42 1,63 4,17 1,79 2,86 1,36 0 4,16 
9 2.72 2,08 7,12 2,13 6,27 1,08 0 3,93 
11 2,40 2,26 5,40 1,52 4,50 1,90 0 6,12 
12 . 4,10 2,83 4,73 1,43 4,77 1,93 0 3,80 
13 5,17 2,75 — 1,66 4,96 1,86 0 2,28 
14 6,02 3,70 4,72 2,02 4,20 1,20 0 — 
15 5,70 2,37 5,26 1,26 3,20 1,10 0 4,39 
16 5,14 1,98 7,50 1,25 3,10 2,65 0 5,17 
17 4,10 1,60 3,44 1,50 3,00 0,87 0 3,80 
18 5,35 2,30 5,82 2,00 6,13 1,25 0 2,35 
19 3,84 2,60 7,22 2,18 6,02 2,20 0 4,27 
20 3,20 1,42 7,28 2,08 4,24 1,02 2,86 2,36 
21 5,14 3,08 4,42 1,69 3,86 2,06 2,48 4,82 
Zz 4,63 | 2,38 | 5,37 | 1,96 | 4,34 | 1,77 oes 3,57 
8 1,223 0,876 1,351 0,555 PE Gl 0,599 1,30 
8x 0,288 0,206 0,327 0,132 0,141 0,259 ~— 0,315 
t 11,15 6,9 35,6 — 
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 —_— 
mg Pro- 
tein-N 
im 
Mittel 0,442 | 1,437 | 0,127] 0,552 | 0,132] 0,364 0,056*| 0,169 
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Tab. 2. Verteilung der L-Tyrosin-aithylester-spaltenden Aktivitéten auf Ratten- 
leber- und Rattennierenzellfraktionen (pq 8,2; 37,5°). 





























Leber Niere 
Tier . , | Hydro- ‘ Tier ._ , | Hydro- si 
Nr. | Fraktion* |Iysenrate| @* Nr. | Fraktion* |}ysenrate} @ 

25 Le* 273,0 1,00 25 Na? 165,6 1,00 
Lo? 200,4 0,74 Nc@ 74,4 0,45 
Lx* 275,4 1,01 Nx® 79,7 0,49 
LMa 300,0 1,10 Nm? 175,0 1,07 
VII Le? 288,0 1,00 VII Na? 244,0 1,00 
XI Leb 286,0 1,00 Ix Ng? 346,0 1,00 
XII Le* 360,0 1,00 XII Ng* 349,5 1,00 
Vil Lea 154,5 0,54 VII Nc# 87,6 0,36 
xI Lo> 97,8 0,34 Ix No> 123,0 0,36 
XII Lc? 149,1 0,41 XII No® 140,5 0,40 
VII Lk4 287,0 1,00 VII Nré 55,1 0,23 
XI Lx> 197,0 0,69 IX Nx> 339,0 0,98 

XII Lx@ 315,0 0,87 XII Nx? 138,0 0,3 
VII Lm? 172,0 0,60 VII N@ 246,0 1,01 
xI Lm? 221,0 0,78 Ix Nm? 330,0 0,95 
XII Lm? 475,5 1,32 XII Nu? 651,0 1,87 
VII Laus* | 1113,0 3,87 VII Nms* | 1620,0 6,64 
XI Las? 822,0 3,54 IX Nms? | 1988,0 5,75 
XII Lus* | 2495,0 6,94 XII Nas* | 1938,0 5,56 


*Llg= Leber-Gesamthomogenat, Ly = Leber-Kernfraktion, Lg = Leber-Cytoplasmafrak- 
tion, Lyy = Leber-Mitochondrienfraktion, Lygg = Leber-Mikrosomenfraktion; Ng, Nx, No, Nyy 
und Nyg = entsprechende Fraktionen aus Nierengewebe. 

** Q = relative Verteilung der Fermentaktivitit, bezogen auf das Gesamthomogenat = 1,0. 
4 99 Min. Inkubation. > 40 Min. Inkubation. 


2. Aktivitatsverteilung der Leber- und Nierenproteinase 
bei pu 3,5 bis 3,7 

In Tab. 1 sind die an 18 Versuchstieren ermittelten Aktivitaten 
zusammengestellt. Das auftallendste Ergebnis stellt die statistisch signi- 
fikant héhere Aktivitét der Niere und ihrer Zellfraktionen mit Aus- 
nahme der Mitochondrienfraktion im Vergleich zu den entsprechenden 
Leberanteilen dar. Die Wahrscheinlichkeit P}* liegt fiir die Mittelwert- 
Differenzen von Homogenat, Kern- und Cytoplasmafraktionen weit 
unter 0,001. 

Die Inaktivitéit der Nierenmitochondrienfraktion in den meisten 
der angefiihrten Versuche beruht auf ihrer zu geringen Anreicherung, 
da in den durch verlangertes Zentrifugieren erhaltenen stickstoffreicheren 
Mitochondrienfraktionen der Versuche 20 und 21 eine deutliche Aktivitat 
zu verzeichnen ist. 











Tab. 3. Verteilung der Glycyl-t-tyrosinithylester-spaltenden Esteraseaktivitaten 
auf Zellfraktionen von Rattenleber und -niere (pp 7,4 + 0,1; Inkubation 40 Min. 
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bei 37,5°). 
7 ‘ : — Hydrolyse erfolgt primir 
\ ersuchs Fraktion Hydrolysen Q* cet: 
tier rate peptidat. esterolyt. 
_ Leber 
XIV Gesamt 60,9 1,00 — + 
XVII homogenat 62,1 1,00 — + 
XVIII 58,5 1,00 — + 
XIV Cytoplasma 18,3 0,30 — + 
XVII 35,7 0,57 — rs 
XVIII 29,9 0,51 -- oS 
XIV Kerne 53,3 0,88 -- — 
XIV Mitochon- 49,9 0,82 — + 
drien 
XIV Mikrosomen 118,5 1,94 —— ++ 
XVIII 149,0 2,54 — ao 
Niere 
XV Gesamt- 576 1,00 ae S 
XVI homogenat 656 1,00 ++ — 
XVII 498 1,00 + —- 
XV Cytoplasma 176 0,31 — ++ 
xVI 141 0,21 —- sop 
XVII 211 0,42 — +4 
ay .* Kerne 413 0,72 ++ — 
XV Mitochon- 74 7¥** 1,30 +t4 -— 
drien 
XV Mikrosomen 2004** 3,48 +444 — 











* Definition s. Legende zu Tab. 2. 
** Errechnet aus den 20-Min.-Werten. 








B. Verteilung der Esteraseaktivititen auf Leber- und 


Die angefiihrten Versuche wurden beim pr-Optimum der jeweiligen 
Esterasewirkung durchgefiihrt (vg]. dazu die py-Aktivitaitskurven 1. c.}, 


Abb. 1). 


Zur Ermittlung der Aminosiureesterase-Aktivitaiten in den Organ- 


Nierenzellfraktionen 


1. Aminosdureesterase-Aktivitat 





fraktionen diente als Substrat Tyr-AE. — Tab. 2 enthalt die Ergebnisse | 


von den mit fiinf Ratten angestellten Versuchen. Beim Versuchstier | tefl 
Nr. 25 wurden die Mikrosomen nicht abgetrennt. Die Hauptaktivitat | 
findet sich bei beiden Organen in der Mitochondrienfraktion. Sowohl | 


die absolut als auch die relativ (Q-Werte) geringste Aktivitaét weist die 
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titen | Cytoplasmafraktion auf. Wird nach dem |. c.® angegebenen Fraktio- 
Min, | nierungsschema noch eine Mikrosomenfraktion abgetrennt (Versuchs- 
tier VII, IX, XI und XII der Tab. 2), so findet sich sowohl in Leber- 
, als auch in Nierenmikrosomen die weitaus héchste Aktivitit. 

ume Die aufgezeigten Unterschiede kommen besonders deutlich beim 
Vergleich der Quotienten Q aus Hydrolysenrate der Zellbestandteil- 
fraktion und der des Gesamthomogenats zum Ausdruck. Die Mikro- 
somenfraktionen sind 4—7mal aktiver als das Gesamthomogenat. 


2. Dipeptidesterase-Aktivitat 

Alle Leberzellfraktionen hydrolysieren primir die Esterbindung des 
als Substrat eingesetzten Gly-tyr-AE (vgl. Tab. 3). Die stirkste Aktivitat 
findet sich dabei in den Mikrosomen. Das von Mikrosomen befreite 
Cytoplasma der Niere zeigt bei papierchromatographischer Analyse der 
Spaltprodukte ebenfalls eine deutliche primire Esterasewirkung, die 
durchschnittlich 6fach stirker als die des Lebercytoplasmas ist. Alle 
iibrigen Nierenzellfraktionen spalten das Substrat primar aminopepti- 
datisch. 

Wird nach lI. ce. ® keine gesonderte Mikrosomenfraktion gewonnen, so findet 
sich im Cytoplasma der Leber eine héhere und in der Mitochondrienfraktion die 
héchste Wirksamkeit. Dies bestatigt unseren friiheren Befund (vgl. 1. c.9, Tab. 2 
und 3), daB sich bei diesen Praparationen die Mikrosomen vorwiegend in der 
Mitochondrienfaktion, aber auch im Cytoplasma befinden. Das Mikrosomen ent- 
haltende Cytoplasma der Niere spaltet — wie alle anderen Nierenfraktionen — 
| im Gegensatz zu dem mikrosomenfreien Cytoplasma primar die Peptidbindung 
des Substrates. 


3. N-Acetyl-tyrosin-ithylesterase-Aktivitat 
Im Gegensatz zur Gly-tyr-AE wurde A-tyr-AE durch keine der 
_ Nierenzellfraktionen angegriffen. 
Die mit vier Tieren erhaltenen Werte der Leberzellfraktionen sind 
in Tab. 4 aufgefiihrt. In Ubereinstimmung mit der Tyr-AE- und Gly- 
tyr-AE-Hydrolyse zeigt die Mikrosomenfraktion die gréBte Aktivitit. 





d Diskussion 


Offensichtlich beruhen die Proteinasewirkungen von Niere und 
Leber auf mehreren, voneinander trennbaren, durch Substratspezifitit 
und verschiedene Lage der p,-Optima unterscheidbaren Fermenten. Im 
Gegensatz zu Homogenat und Fraktionen der Rattenleber, die fiir die 
Rinderhimoglobin-Spaltung nur ein pu-Optimum im sauren Bereich 
' aufweisen, zeigen die Nierenpriiparationen eindeutig ein weiteres pu- 
an- | Optimum im alkalischen Bereich, das zwar in der absoluten Hohe nicht 
ISs€ | die Werte des Optimums im sauren Bereich erreicht, aber in der Ver- 
tier i teilung der Aktivitaéten auf die Fraktionen etwa die gleichen Relationen 
itait i mit den relativ héchsten Werten in der Kernfraktion bei nicht allzu 
oh * hohen Unterschieden zwischen den Fraktionen zeigt. Dies deckt sich 
die im wesentlichen mit den Befunden iiber saure und ,,neutrale‘‘ Protei- 
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Tab. 4. Verteilung der N-Acetyl-L-tyrosinathylester-spaltenden Esteraseaktivi- 
taiten auf Rattenleberzellfraktionen (py 8,2; Inkubation 60 Min. bei 37,5°). 

















Versuchstier Fraktion Hydrolysenrate Q* 
Vil Gesamthomogenat 16,15 1,00 
XI 12,10 1,00 
XII 11,80 1,00 
XIV 11,37 1,00 
VII Cytoplasma 12,20 0,76 
XI 16,50 1,36 
Xl 14,85 1,26 
XIV 5,88 0,52 
VII Kerne 14,10 0,87 
XI 33,70 2,78 
XIll 12,05 1,02 
XIV 9,64 0,85 
VII Mitochondrien 14,45 0,90 
XI 15,60 1,29 
XI 14,85 1,26 
XIV 15,65 1,38 
VII Mikrosomen 28,20 1,75 
XI 32,85 2,72 
XII 26,80 2,27 
XIV ~ 35,20 3,10 





* Definition s. Legende zu Tab. 2. 


nasen in der Schweineniere’, fiir die unter Verwendung verschiedener 
Praparatignen dieses Organs bei sauren und alkalischen py-Werten die 
Spaltung des Kathepsin-A-Substrates Carbobenzoxy-L-glutamyl-L-tyro- 
sin*13 und des Kathepsin-B-Substrates Benzoyl-L-argininamid" gezeigt 
wurde. Letzteres war auch durch Homogenat und Fraktionen der Ratten- 
niere spaltbar, allerdings in deutlich geringerem Umfang als durch ent- 
sprechende Priiparationen aus Leber und Milz dieser Tiere. 

Fiir die Proteinasewirkung der Rattenleber, die mit Rinderhimo- 
globin als Substrat nicht so stark und nach unseren Versuchen auch 
etwas anders verteilt ist als in der Niere (s. Tab. 1; vgl. auch 1. ¢.5), sind 
Fermente vom Typ des Kathepsins A (Spaltung von Carbobenzoxy-L- 
glutamyl-L-tyrosin, vorwiegend durch Mitochondrien’), des Kathepsins B 
(Spaltung von Benzoyl-L-argininamid, relativ am stiarksten durch Mit- 
chondrien*®*’) und des Chymotrypsins bzw. Kathepsins C (Spaltung von 
Glycyl-L-tyrosinamid, vorwiegend in Mitochondrien? und von Gly-tyr- 
AE und A-tyr-AE, am starksten durch Mitochondrien- bzw. Mikro- 
somenfraktionen, s. Tab. 3 und 4) anzunehmen. 

Aus den Ergebnissen der Versuche unter Verwendung der synthe- 
tischen Substrate laBt sich fiir die Niere folgern, daB die Spaltung von 
Tyr-AE, Gly-tyr-AE und A-tyr-AE auf verschiedene Fermente unter. 


13H: R.Gutmann u. J.S8. Fruton, J. biol. Chemistry 174, 851 [1948]. 
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schiedlicher Spezititiit und Lokalisation in der Zelle zuriickzufiihren ist. 
Die im Nierengesamthomogenat nachweisbare aminopeptidatische 
Hydrolyse von Gly-tyr-AE war ohne Beobachtung einer Esterspaltung 
des Substrats auch in der Kern-, Mitochondrien- und Mikrosomenfrak- 
tion festzustellen, aber nicht in der Cytoplasmafraktion dieses Organs. 
Diese zeigt vielmehr ausschlieBlich eine deutlich esterolytische Aktivitiat 
cegeniiber Gly-tyr-AE, die starker ist als die des Lebercytoplasmas. 
A- tyr-AE wird von keiner der Nierenfraktionen angegriffen, und Tyr-AE 
zeigt die weitaus héchste Verseifung in der Mikrosomenfraktion der 
Niere, die eine primare Esterolyse von Gly-tyr-AE iiberhaupt nicht 
durchzufiihren vermag. Somit ergibt sich zumindest fiir die Niere ein- 
deutig, daB die Enzyme fiir die Verseifung des Dipeptidesters, des acy- 
lierten Aminosiureesters und des freien Aminosaureesters nicht identisch 
sind. Das schlieBt nicht aus, daB in anderen Organen Dipeptid- und 
Aminosiureester-spaltende Enzyme mit anderer Lokalisation und ver- 
schiedener Spezifitit wie in der Niere vorkommen kénnen. Dies kann 
z. B. fiir die Leber zutreffen. 

Wenn auch in diesem Organ die Tyr-AE-Spaltung mit der Enzym- 
wirkung auf Gly-tyr-AE, Glycyl-L-tyrosinamid oder A-tyr-AE ver- 
bunden sein kann, so ist die Annahme eines Fermentes sui generis fiir 
Tyr-AE berechtigt. Denn die auBerordentlich hohe Aktivitit der Leber- 
mikrosomenfraktion (4—7mal so stark wie die Aktivitit des Gesamt- 
homogenats) bei der Tyr- -AE-Spaltung im Vergleich zur nur maBigen 
Steigerung der A-Tyr-AE- und Gly-tyr-AE-Spaltung durch die Mikro- 
somen gegeniiber dem Gesamthomogenat (nur 2—3fache Wirkung der 
Mikrosomen im Vergleich zum Homogenat) 1a4Bt eine andere Deutung 
kaum zu. Aut Grund der Q-Werte ist eine identische Fermentwirkung 
auf Tyr-AE und Gly-tyr-AE in Cytoplasma-, Kern- und Mitochondrien- 
fraktion der Leber nicht auszuschlieBen. 

Es bleibt zu kliren, inwieweit diese Gewebsenzyme, welche die 
Spaltung synthetischer Aminosiure- und Peptidester bewirken, auch 
Proteine anzugreifen vermdégen. : 


Zusammenfassung 

Die Verteilung proteolytischer und esterspaltender Enzymaktivi- 
titen in Leber- und Nierenzellbestandteilfraktionen der Ratte wurde 
mit Rinderhimoglobin, L-Tyrosin-ithylester, Glycyl-L-tyrosin-aithyl- 
ester und Acetyl-L-tyrosin-ithylester als Substraten untersucht. 

Die Proteinaseaktivitaét (px-Optimum 3,5—3,7) ist gleichmaBig auf 
die Zellbestandteile der Leber und Niere verteilt. Die Proteinase der 
Niere und ihrer Zellbestandteile ist aktiver als die der Leber und ihrer 
Zellbestandteile (statistisch signifikant). 

Unter den Leber- und Nierenzellfraktionen verseifen die Mikro- 
somen den L-Tyrosin-ithylester am stirksten. Glycyl-L-tyrosin-athyl- 
ester wird von allen Leberzellfraktionen (maximal durch Mikrosomen) 
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und nur von der Nierencytoplasmafraktion primar verseift. Die tibrigen 
Nierenzellfraktionen spalten dieses Substrat primir aminopeptidatisch. 

In Analogie dazu erfihrt Acetyl-L-tyrosin-aithylester nur durch die 
Leberzellfraktionen (maximal durch Mikrosomen), nicht durch die 
Nierenzellfraktionen, eine Spaltung. 


Summary 

The distribution of proteolytic and ester splitting enzyme activities 
in cell components of liver and kidney of rats was investigated using 
beef haemoglobin, the ethyl ester of L-tyrosine, glycyl-L-tyrosine-ethy] 
ester and acetyl-L-tyrosine-ethyl ester as substrates. 

The proteinase activity (pu optimum 3.5—3.7) is distributed equally 
over the cell components of liver and kidney. The proteinase of kidney 
and its cell components is more active than that of liver and its cell 
‘components (statistically significant). 

Of the liver and kidney cell fractions, the microsomes display the 
greatest activity in hydrolysing the ethyl ester of L-tyrosine. Glycyl- 
L-tyrosine-ethyl ester is primarily saponified by all liver cell fractions 
(maximally by microsomes); of the kidney fractions, only the cytoplasm 
is active in this respect and the other kidney cell fractions show an 
action towards this substrate which is primarily aminopeptic. Analog- 
ously, acetyl-L-tyrosine-ethy! ester is split only by liver cell fractions 
(maximally by microsomes) and not by kidney cell fractions. 


Prof. Dr. H. Hanson, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Halle 
(Saale), Leninstr. 21. 
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Biokatalytische Abspaltung von Plasmal aus Plasmalogen, II? 
Existenz und Eigenschaften eines Katalysators in Rohphosphatiden 
Von 
0. W. Thiele 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Marz 1959*) 


Nach der Beschreibung! des Phinomens der ,,Spontanspaltung“ von 
Plasmalogen in wiissrigen Solen von Rohphosphatiden ist die Frage nach 
dem Katalysator, der diese Spaltung beschleunigt, naheliegend. Von 
vornherein war anzunehmen, daf die Spontanspaltung durch einen aus 
dem Gewebe mitextrahierten Katalysator erméglicht wird. 


Die Natur der Verunreinigungen, die bei der Extraktion von Lipiden aus dem 
Gewebe mitgeschleppt werden, ist, soweit bekannt, recht unterschiedlich. In Gegen- 
wart von Glycerinphosphatiden werden Stoffe mit stark polaren Gruppen ather- 
léslich (z. B. Zucker, Aminosaiuren, Peptide)?. Glycerinphosphatide sind auf Grund 
ihrer einerseits stark polaren, andererseits apolaren Gruppen befahigt, mit vielen 
verschiedenartigen Stoffen Assoziate zu bilden?. Aminoséuren und Peptide, die 
als Verunreinigungen in Rohphosphatiden vorkommen, lassen sich papierchromato- 
graphisch nachweisen*»>. Die adsorptionschromatographisch nach Hanahan u. a.® 
gereinigten Glycerinphosphatide sind frei von Aminosaduren und Peptiden, wie auch 
Klenk und Dohmen’ fanden. 


Im folgenden wird iiber Versuche berichtet, durch die Niheres iiber 
den die Spontanspaltung beschleunigenden Katalysator ermittelt werden 
sollte. 


Methodik 


Die Isolierung der Phosphatide aus Gehirn und Herzmuskel von Pferd und 
Rind, ihre Reinigung*.®» sowie die analytischen Methoden® wurden schon in der 
vorigen Mitteilung! beschrieben. 

Inkubiert wurde immer 3Stdn. bei 37°. Als MaB fiir die Spaltungs- 
aktivitat dient der Quotient x«/cy, wobei xx = Konzentration an freiem Plasmal, 

* Die im Abschnitt ,,Ergebnisse“ unter 3. und 4. mitgeteilten Befunde wurden 
der Redaktion am 16. Juni 1959 nachgereicht. 

1 |. Mitteil.: O. W. Thiele, diese Z. $15, 117 [1959]. 

2 H. Wittcoff, The Phosphatides, 8.71, Reinhold Publishing Corporation, 
New York 1951. 

3 F. Tayeau, Ann. Biol. clin. 15, 177 [1957]. 

4D. Amelung u. P. Bohm, diese Z. 298, 199 [1954]. 

5 0. W. Thiele u. H. Bergmann, diese Z. 306, 185 [1957]. 

6 D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 

? E. Klenk u. H. Dohmen, diese Z. 299, 248 [1955]. 

8 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 

® O. W. Thiele, diese Z. 300, 131 [1955]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 316 10 











O. W. Thiele, Bd. 316 (1959) 


138 


Cy = Konzentration an Gesamtplasmal bedeuten. In den Versuchen mit Hemm- 
stoffen wird als Restaktivitat « der Quotient Umsatz mit Hemmstoff/Umsatz ohne 
Hemmstoff definiert. Zu ihrer Bestimmung wird zweckmaBig zu aliquoten Teilen 
des Rohphosphatid-Soles jeweils ein gemessenes Volumen Hemmstofflésung (von 
der Konzentration 0 bis zur Konzentration c) zugesetzt. So beginnt jeder Versuch 
mit einer bestimmten Menge bereits abgespaltenen Plasmals. Diese Menge wird 
durch eine besondere Bestimmung ermittelt und von den Umsatzen mit und ohne 
Hemmstoff subtrahiert. Somit ergibt sich die Restaktivitat als 


— {&x/co)i — (%olCoo 


~— (%x/Co)o — (*o/Co)o 
Dabei ist (x/cy)i = relativer Umsatz bei Gegenwart von Hemmstoff nach In- 
kubation, (xx/c,)) = relativer Umsatz ohne Hemmstoff nach Inkubation, (x/co)) = 
relativer Umsatz ohne Hemmstoff ohne Inkubation. 
Ergebnisse 
1. Existenzbeweis des Katalysators 


Eine Reinigung des Rohphosphatids durch Adsorptionschromato- 























graphie® fiihrt zu Produkten, die voéllig stabil sind (Tab. 1, A). Auch 
Tab. 1. Spontanspaltung von Rinderherzphosphatiden. 
r Z Inkubationszeit 
Praparat Vorbehandlung (Stdn.) Xx/Cy 
0 0,114 
: Rohprodukt 3 0,443 
chromatograph. gereinigt® . —O015* 
, li iis 3 0,019* 
Gesamtrohphosphatide 3 0,229 
B Rohkephaline 3 0,614 
Rohlecithin 3 0.163 
C: Rohkephaline 3 0,293 
: Rohlecithin 3 0,761 
* Diese Werte sind praktisch Null zu setzen, da die Genauigkeit der Bestimmung gerade bei 
geringen oder fehlenden Mengen von freiem Plasmal gering ist?®. 


papierchromatographisch® konnte freies Plasmal im gereinigten und in- 
kubierten Phosphatid-Sol nicht nachgewiesen werden. Bei Untersuchungen 
iiber den Plasmalogen-Abbau durch Bakterien! blieb selbst bei 7 Tage 
dauernder Inkubation von chromatographisch gereinigtem Pferdeherz- 
phosphatid die Plasmalogenkonzentration konstant, und papierchromato- | 
graphisch konnte kein freies Plasmal gefunden werden. 


Bei der Chromatographie nach Hanahan u. a.® passieren Cholin-Phosphatide 
die Saule, Nicht-Cholin-Phosphatide werden adsorbiert. Man kénnte deshalb an- 


~~ 10 QO, W. Thiele, diese Z. 306, 180 [1957]. 
11H. Bergmann, K.-E. Schneweis u. O. W. Thiele, Naturwissenschaften 
44, 380 [1957]. 
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nehmen, daB die Spontanspaltung, die man im Rohphosphatid beobachtet und die 
im Eluat der Al,O,-Saule ausbleibt, ausschlieBlich eine Eigenschaft der Nicht- 
Cholin-Plasmalogene sei oder durch einen Katalysator verursacht werde, der nur 
auf Nicht-Cholin-Plasmalogene wirkt. 

Zwar wurde bei der fraktionierten Fallung von Rinder- und Pferdeherz- 
phosphatiden mit Alkohol® in vier Versuchen tatsachlich in der Rohkephalinfraktion 
eine gréBere Spontanspaltung gefunden als in der Rohlecithiafraktion (Tab. 1, B). 
Wurde die Fallung aber sehr langsam und vorsichtig ausgefiihrt, so wies die Roh- 
lecithinfraktion wesentlich gréBere Spaltungsaktivitéat auf als die Rohkephalin- 
fraktion (Tab. 1, C). Aus der Analyse des Rohlecithins 1i8t sich errechnen, daB in 
dieser Fraktion mindestens 51,2% vom Gesamtplasmalogen Cholin-Plasmalogen 
waren; nach Tab. 1, C wurden aber 76,1% des vorhandenen Plasmalogens gespalten, 
also auch ein betrachtlicher Anteil des Cholin-Plasmalogens. 


2. Versuche mit Hemmstoffen 


a) Erdalkali-[onen: Wird einem Rohphosphatid-Sol BaCl,- 
Lésung zugesetzt, so ist nach darauf folgender Inkubation die Spaltung 
nicht oder kaum gr6éBer als ohne Inkubation. Um den Umsatz ohne 
Inkubation zu vermeiden, wird das Rohphosphatid-Sol direkt in BaCl,- 
Lésung hergestellt. Man erhilt dann bei Pferdehirnphosphatid, das ohne 
BaCl, einen erheblichen Umsatz aufweist, praktisch keine Spontan- 
spaltung (Tab. 2). 


Tab. 2. Pferdehirnrohphosphatid. 
Sol mit und ohne 0,01m BaCl, angesetzt. 

















Inkubationszeit mixes 

(Stdn.) *K/C0 
- 0 0,227 
ohne BaCl, 3 0,715 
: . 0 0,016 
mit 0,01m BaCl, 3 0,047 


Tab. 3. Pferdeherzrohphosphatid. 
Hemmwirkung von Erdalkali-Ionen. Inkubationszeit 3 Stdn. 











Endkonzentration ite 
an Hemmstoff Restaktivitat « 
(Mol/l) 
0,005 MgCl, .. . . . 0,461 
0,005 CaCl, ..... Phosphatid fallt aus 
0,005 BaCl, ..... 0,433 
0,01 BaCl ..... 0,031 


Wie Tab. 3 zeigt, ist die Hemmwirkung von 0,005m MgCl, praktisch 
ebenso stark wie die von 0,005m BaCl,. Die bei 0,01 m BaCl, beobachtete 
Restaktivitét von 0,031 (letzte Zeile der Tab. 3) hat keine reale Be- 
deutung : sie ist gleich Null zu setzen; das geht daraus hervor, da in dem 
entsprechenden Versuch der Tab. 2 papierchromatographisch kein freies 
Plasmal gefunden wurde. Einen Vergleich mit anderen Hemmstoffen 
entnimmt man der Abbildung. 


10* 
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Mit CaCl, fallt das Rohphosphatid vollstandig aus. Die fallende Wirkung von 
CaCl, benutzt man schon seit langem}*, um aus Acetonlésungen Reste von Phospha- 
tiden auszufallen und damit z. B. Neutralfette phosphatidfrei zu erhalten. Wie sich 
zeigte, wirkt CaCl, auch fallend auf wassrige Phosphatid-Sole. Im Filtrat der Fallung 
war nach Spaltung mit HgCl, nur spurenweise Plasmal nachweisbar. 
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Restaktivitat « als Funktion der Konzentration c yerschiedener Hemmstoffe. 


b) Schwermetall-Ionen: Fast alle Schwermetall-Ionen bewirken, 
wenn sie wissrigen Phosphatid-Solen zugesetzt werden, ein Ausflocken 
der Phosphatide, vermutlich unter Bildung von Innerkomplex-Verbin- 
dungen. Nach eigenen Untersuchungen wirken nur HgCl, und Wolframat- 
Ionen nicht faillend. Wird einem Rohphosphatid-Sol eine Schwermetall- 
salzlésung in einer noch nicht fillend wirkenden Konzentration (z. B. 
0,002 m CuSO,) zugesetzt, so erfolgt eine deutliche Herabsetzung der 
Spaltungsaktivitat. 

ce) Alkalimetall- und Halogenid-Ionen: Alkalimetall-Ionen 





wirken erst in gréBerer Konzentration hemmend auf die Spontanspaltung 
(vgl. Abbildung). Chlorid- und Bromid-Ionen wirken etwa gleich schwach 
hemmend, wihrend Zusatz von NaF eine starke Hemmung verursacht. 

d) Phosphat, Acetat, Citrat: Da Rohphosphatid-Sole ein pz; 
von 4,8 bis 5,4 aufzuweisen pflegen, lag es nahe, zu untersuchen, ob bei) 
willkiirlicher Verinderung des px durch Zugabe von Pufferlésungen die) 
Spaltungsaktivitit verindert wird. Es zeigte sich aber, daB selbst bei 
gleichem pu die Spaltungsaktivitat in S6rensen-Phosphatpufferlésungen 
wesentlich geringer ist als in pufferfreiem Sol (Tab. 4). Phosphat-Citrat., 


Tab. 4. Rinderherzphosphatid (Rohlecithinfraktion). 
Spontanspaltung mit Zusitzen von Pufferlésungen. Inkubationszeit 3 Stdn. 

















Pufferlésung px (18°, Glaselektrode) XK/Co 
ohne Puffer | mit Puffer | ohne Puffer | mit Puffer | 
0,067m K, Na-Phosphat 5,41 5,42 0,554 0,061 
0,67m Citrat 4,98 5,12 0,718 0,041 
0,67m Acetat 5,01 5,00 0,362 0,013 


12 W.R. Bloor u. F. H. Snider, J. biol. Chemistry 87, 399 [1930]. 
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Phosphat-Borat- und Phosphat-Acetat-Puffer haben ganz ahnliche 
Hemmwirkung. Diese wurde zuniichst nur auf die in diesen Puffer- 
gemischen anwesenden Phosphat-Ionen zuriickgefiihrt. Priift man aber 
phosphatfreie Acetat- und Citrat-Puffer, so erhailt man auch erhebliche 
Hemmwirkungen (Tab. 4). Durch weitere Versuche wurde die Abhangig- 
keit der Hemmwirkung von der Phosphatkonzentration bestimmt ; dabei 
wurden nur Natriumphosphate benutzt, um nicht eine Stérung durch die 
stirkere Hemmwirkung von K® zu erhalten (vg. Abbildung). 

Bei diesen Versuchen besteht eine Fehlerméglichkeit, weil die Pufferlésung 
auch wihrend der Bestimmung von freiem Plasmal zugegen ist. Die Bestimmung 
von freiem Plasmal beruht aber darauf, da8 innerhalb einer gemessenen Zeit bei 
20° eine bestimmte H,0®-Konzentration, die durch Zugabe von Schiffschem 
Reagenz gegeben ist, auf das Substrat einwirkt. Die Bestimmung kann dadurch 
falsche Ergebnisse liefern, daB die H,0°-Konzentration wegen der Gegenwart des 
Puffers geringer ist als fiir die Verwendung der Konstanten ky erforderlich®. Die 
Bestimmung liefert daher ein zu geringes xx. Eine Uberschlagsrechnung zeigt aber, 
da der dadurch gemachte Fehler so gering ist, daB er nicht wesentlich ins Gewicht 
fallt. Am gréBten ist er bei der gréBten Phosphat-Konzentration (0,25 m; vgl. 
Abbildung). Hier wird « = 0,167 (statt 0,107). 

e) Andere Anionen: Die Hemmwirkung von Jodacetat wurde 
untersucht, indem eine Jodessigsiure-Lésung mit Natronlauge auf- 
pu 4,82 (18°, Glaselektrode) gebracht und dem Rohphosphatid-Sol zu- 
gesetzt wurde. Das Ergebnis (Tab. 5) weist auf keine so deutliche Hemm- 
wirkung wie etwa Fluorid oder Phosphat; immerbin ist sie etwa so wie 


bei NaJ. 


Tab. 5. Spontanspaltung bei Zusatz verschiedener Hemmstoffe. 
Inkubationszeit 3 Stdn. ADTA = Athylendiamin-tetraacetat. 




















Rohphosphatid Endkonzentration ee 

pit an: Hemenatellt Restaktivitat « 

Pferdeherz 0,065m Jodacetat 0,378 

; 0,01m ADTA 0,441 

Rinderherz 0,02m ADTA 0,282 

0,lm ADTA 0,077 

‘ CO, gesattigt 0,635 

Binderhers Leuchtgas, gesittigt 0,027 


Die Hemmwirkung von Cyanid konnte nicht gepriift werden, da die Gegenwart 
von CN® eine Plasmalbestimmung wegen Cyanhydrinbildung unméglich macht. 

Zur Feststellung der Hemmung durch Athylendiamin-tetraacetat 
(Titriplex I{I, Merck) wurde in mehreren Versuchsieihen Rinderherz- 
rohphosphatid-Sol mit verschieden konzentrierter Lésung von Dinatrium- 
ithylendiamin-tetraacetat versetzt und inkubiert. Das Ergebnis zeigt 
Tab. 5. Der pu-Wert lag in allen Solen zwischen 4,4 und 4,8. Durch Vor- 
versuche iiberzeugte man sich, da8 der Hemmstoff weder mit Plasmal 
noch mit dem Schiffschen Reagenz interferierte. 











142 O. W. Thiele, Bd. 316 (1959) 


f) Kohlenoxyd: Reines CO wurde aus Ameisensiure und konz. 
Schwefelsiure gewonnen, in das zu untersuchende Sol eingeleitet und 
dieses dann inkubiert (Tab. 5). Die molare CO-Konzentration bei 37° 
wurde mit Hilfe des Bunsenschen Absorptionskoeffizienten errechnet. 
Wie die Abbildung zeigt, ist die Hemmwirkung von CO die stirkste aller 
untersuchter Hemmstoffe. Sie wird nur iibertroffen von der Wirkung von 
Leuchtgas (Stadtgas), das praktisch vollstiindige Hemmung ergibt (Tab. 5). 


3. Thermostabilitait des Katalysators 


Erhitzt man ein wiissriges Rohphosphatid-Sol durch 5 Min. langes 
Einstellen in ein siedendes Wasserbad, so ist danach nur noch freies 
Plasmal vorhanden, kein Plasmalogen. In weiteren Versuchen wurde da- 
her die Erhitzung vor der Extraktion der Lipide an Organen durch. 
gefiihrt, die durch mehrtiigiges Lagern unter Aceton schon weitgehend 
‘entwissert waren. Ein solches Organstiick wurde im Reagenzglas 
10 Min. lang in ein siedendes Wasserbad gehalten, dann extrahiert und 
auf Rohphosphatide aufgearbeitet. Uberraschenderweise fand sich darin 
kaum noch Plasmalogen, so daB eine Bestimmung der Spaltungsaktivitiit 
nicht mehr méglich war. Dieses Verhalten fand sich auch bei aus Herz- 
muskulatur anderer Individuen gewonnenen Rohphosphatiden. 

Wird jedoch frische Herzmuskulatur durch Einstellen in ein 
kochendes Wasserbad 10 Min. lang erhitzt und dann extrahiert, so weist 
das Rohphosphatid ebenso wie das aus ungekochtem Gewebe gewonnene 
eine Spaltung auf (Tab. 6). 


. Tab. 6. Spontanspaltung von Rohphosphatid, das aus 
ungekochtem bzw. gekochtem Rinderherz gewonnen wurde. 

















Inkubationszeit ax/c 
(Stdn.) salted 
0 0,099 
ungekocht 3 0,327 
0 0,078 
gekocht 3 0,299 


Bei allen bisher mitgeteilten Versuchen war man auf das zufiillige 
Verhialtnis von Katalysator zu Substrat angewiesen. Um reaktionskine- 
tische Messungen anzustellen, ist es notwendig, dieses Verhiltnis will- 
kiirlich andern zu kénnen. Das setzt voraus, daf man sowohl den Kata- 
lysator plasmalfrei wie das Substrat katalysatorfrei bekommt. Letzteres 








war bereits durch Adsorptionschromatographie an einer Al,O,-Siule ge- 
lungen. Es gelang aber nicht, den Katalysator aus der Siule wieder zu 
eluieren. Um ein plasmalfreies Katalysatorpriparat zu erhalten, bediente 
man sich der Eigenschaft der Thermostabilitit. Ein wissriges Sol von 
Rinderherzrohphosphatid wurde 25 Min. lang im Sandbad gekocht, dann 
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das Sol eingeengt, mit Petrolither ausgeschiittelt, wieder eingeengt und 
mit Aceton gefallt. Beim Kochen des Soles spaltet sich aus dem vor- 
handenen Plasmalogen alles Plasmal ab. Mit Aceton fallt der Katalysator 
mit den unverandert gebliebenen Glycerinphosphatiden aus, wihrend 
freies Plasmal in Acetonlésung bleibt. Wird das so gewonnene (ev. noch 
einmal umgefillte) plasmalfreie Phosphatid mit chromatographisch ge- 
reinigtem plasmalogenhaltigem Phosphatid kombiniert, so ist die Existenz 
des Katalysators an der nach Inkubation auftretenden Spaltung zu er- 
kennen (Tab. 7). 


Tab. 7. Nachweis des Katalysators in gekochtem Rohphosphatid. 
A = gekochtes Rinderherzrohphosphatid. B = chromato- 
graphisch gereinigtes Rinderherzphosphatid. 




















Inkubationszeit xx) 
(Stdn.) K/Co 
A (~0,1proz. Sol) 0 bzw. 3 keine Reaktion 
0 0,009 
B (~0,4proz. Sol) 3 0,003 
B zu ~0,4% gelast 0 0,139 
in ~0,1% A-Sol 3 0,483 


4. Versuche mit Jonenaustauschern 


Wassrige Rohphosphatid-Sole wurden iiber verschiedene Ionenaus- 
tauscher-Saulen geschickt und getestet. Hierbei erwies sich das Eluat aus 
einer Anionenaustauscher-Siule (Ionenaustauscher III, Merck) als weniger 
aktiv als die Kontrolle (Tab. 8). Durch Auswaschen der Siaule mit 
Ammoniakwasser (~1m) konnte der Katalysator jedoch nicht eluiert 
werden. 

Tab. 8. Rinderherzrohphosphatid, 0,15proz. Sol, durch An- 


ionenaustauscher III (Merck) geschickt; Saule 66 cm lang, 
1,2 cm @. Gesamtvol. des Sols 63 ml. pH = 4,80 (18°). 

















Inkubationszeit wale 

(Stdn.) poe 

C 
mit Austauscher behandelt : be 
Kontrollversuch 0 0,095 
3 0,460 
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Diskussion 


Durch adsorptionschromatographische Reinigung der Rohphospha- 
tide wird ein darin vorhandener Katalysator beseitigt. Aus den Versuchen 
geht die Richtigkeit der friiheren Annahme! hervor, daB der Gehalt von 
Rohphosphatid-Solen an freiem Plasmal durch die Spontanspaltung bei 
Zimmertemperatur bedingt ist; denn das chromatographisch gereinigte 
Phosphatid weist in wiissrigem Sol kein freies Plasmal auf (Tab. 1, A); 
ebenso verhalten sich Rohphosphatid-Sole, deren Spaltung durch Zugabe 
von Hemmstoffen vllstiindig gehemmt wird (Tab. 2). Ferner ist hier- 
durch die Tatsache erklirbar, da8 chromatographisch gereinigte Phospha- 
tide bei trockener Aufbewahrung im Vakuumexsikkator nur gerinze 
Plasmalverluste aufweisen, wihrend Rohphosphatide unter dieser Be- 
dingung viel Plasmal verlieren (s. 1. c.1, Tab. 3). 

Die hemmende Wirkung von Erdalkalimetall- und Schwermetall- 
Ionen beruht méglicherweise auf einem EinfluB auf das Substrat. Da 
diese Ionen in geniigend hoher Konzentration eine Ausfallung der Phos. 
phatide aus wiissrigem Sol verursachen, kénnen sie in geringerer Kon- 
zentration schon eine so starke Verminderung des Dispersionsgrades be- 
wirken, daB die Spontanspaltung erheblich gehemmt wird. 

Alkalimetall-Ionen sind nur schwache Hemmstoffe (vgl. Abbildung). 
Ihre Wirkung ist wahrscheinlich unspezifisch. Es darf angenommen 
werden, daB sie durch Ionenkrifte zustande kommt, indem die Beweg- 
lichkeit der sicherlich als Zwitterionen’ vorliegenden Phosphatide ge- 
mindert wird. DaB die Hemmwirkung von Na® und K® quantitativ etwas 
unterschiedlich ist, kann auf ihrem verschiedenen Hydratationsvermégen 
beruhen. * 

Die iibrigen stark hemmenden Stoffe (F°, PO3°, Acetat, Citrat, 
Athylendiamin-tetraacetat, CO) sind siimtlich bekannte Komplexbildner. 
Diese Tatsache deutet auf Metallgehalt des Katalysators. Mit mikro- 
analytischen Methoden konnte jedoch in den Rohphosphatiden Eisen" 
und Kupfer!® nicht gefunden werden. Beriicksichtigt man einerseits die 
Empfindlichkeit dieser Nachweise!® und die bestenfalls zu erwartenden 
Metallkonzentrationen sowie andererseits die zu vollstiindiger Hemmung 
erforderliche Hemmstoffkonzentration, so kann daraus_ geschlossen 
werden, daB das vermutete Metall im Katalysator einen sehr stabilen 
Komplex bildet. 

Die Tatsache, daB Rohphosphatide aus entwisserten und gekochten 
Organstiicken kein Plasmalogen enthalten, lai Bt sich mit Hilfe der weiteren 
Versuchsergebnisse deuten: Bei der Entwiisserung wird ein die Spontan- 


13K. Baer u. M. Kates, J. Amer. chem. Soc. 72, 942 [1950]. 
14 F. Blau, Mh. Chem. 19, 647 [1898]. 
15 P. Ray, Z. analyt. Chem. 79, 94 [1929]; F. Feig] u. H. J. Kapulitzas, 


Mikrochemie 8, 239 [1930]; F. Feigl, Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 2032 [1923]; | 


W. Geilmann u. K. Bringer, Glastechn. Ber. 87, 329 [1929]. 
16 F. Feigl u. H. Hamburg, Z. analyt. Chem. 86, 7 [1931]. 
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spaltung verhindernder Hemmstoff aus dem Gewebe entfernt. Beim 
darauffolgenden Kochen kommt es zu vollstindiger Plasmalabspaltung, 
und nach der Extraktion der Lipide bleibt bei der Fallung der Roh- 
phosphatide mit Aceton das abgespaltene Plasmal in Lésung. 


Die Versuche mit Anionenaustauschern sprechen dafiir, daB der Katalysator 
nicht als Ion, sondern ahnlich adsorptiv festgehalten wird wie von Al,O,. Sie 
sprechen ferner gegen die Annahme', die Spontanspaltung sei durch saure Kephaline 
verursacht, 


Zusammenfassung 


Es wurde nachgewiesen, daB die ,,spontane“ Abspaltung von Plasmal 
bei Inkubation von plasmalogenhaltigen wiissrigen Rohphosphatid-Solen 
auf der Gegenwart eines Katalysators beruht, der wahrscheinlich bei der 
Extraktion der Lipide aus dem Gewebe mitgeschleppt wird. Versuche 
mit Hemmstoffen zeigen, daB der Katalysator méglicherweise ein sehr 
stabiler Schwermetall-Komplex ist. Der Katalysator erwies sich als 
thermostabil. Auf Grund dieser Eigenschaft ist es méglich, ein plasmal- 
freies katalysatorhaltiges Priiparat zu gewinnen, dessen plasmalab- 
spaltende Wirkung bei Kombination mit katalysatorfreiem (chromato- 
graphisch gereinigtem) Phosphatidgemisch zu erkennen ist. 


Summary 


It was demonstrated that the spontaneous release of plasmal, on 
incubation of plasmalogen-containing aqueous, crude phosphatide sols, 
is caused by the presence of a catalyst, which is probably carried over 
during the extraction of the lipids from the tissues. Experiments with 
inhibitors show that the catalyst is possibly a very stable heavy-metal 
complex. It is stable to heat. It is therefore possible to obtain a plasmal- 
free preparation, containing a catalyst and splitting off plasmal from a 
catalyst-free, chromatographically purified phosphatide mixture. 


Dr. O. W. Thiele, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Gottingen, Kirchweg 7. 
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Uber die Reaktion von Nucleinsiuren mit Brom 
Von 
Walter KanngieSer 


Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitat Heidelberg 
Direktor: Prof. Dr. H. Lettré 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16, Marz 195°) 


Chemische Umsetzungen an Ribonucleinsiuren (RNS) oder Des. 

oxyribonucleinsiiuren (DNS) sind infolge ihrer groBen Labilitat bisher 
_noch wenig versucht worden. 

Die Befunde von Lettré iiber eine cytostatische Wirksamkeit 
nucleinsiurehaltiger Mitochondrienfraktionen aus Ascites-Zellen, die mit 
N-Lost behandelt worden waren, lieBen chemische Reaktionen an iso- 
lierten Nucleinsiuren zur Erzielung ihnlicher Effekte interessant er 
scheinen. 

Bei der Umsetzung von Hefe-RNS mit Methyljodid und Silberoxyd 
werden freie Phosphorsiuregruppen und Hydroxylgruppen der Ribose 
methyliert?: Die dabei entstehende Methylribonucleinsiure war alkali- 
stabil wie DNS. Friedmann? fand, daB DNS mit einem UberschuB von 
Diazomethan abgebaut wird. Alkylierung von DNS mit Dimethylsulfat, 
Diadthylsulfat oder Chlorithyl-diithylamint bzw. Umsetzung von DNS 
oder RNS mit N-Lost® fiihrt zur Alkylierung der Purine in 7-Stellung und 
zur Veresterung freier Phosphorsiiuregruppen. Ahnliche Altere Arbeiten 
siehe 1. c.°. 

Stacey, Jones und Letham’ fanden bei der Reaktion von DNS 
mit Mercaptoessigsiure A bspaltung der Purine, wobeian der freiwerdenden 
Aldehydgruppe der Desoxyribose Dimercaptale gebildet werden. Auch 
diese Reaktion war von einem partiellen Abbau begleitet. 


1H. Lettré, Naturwissenschaften 41, 188 [1954]. 

2 A.S. Anderson, G. R. Barker, J. M. Gulland u. M. V. Lock, J. chem. 
Soc. [London] 1952, 369; F. Egami, H. Ishiharau. M. Shimomura, diese Z. 295, 
349 [1953]. 

3 0. M. Friedmann, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 215 [1957]. 

4 B. Reiner u. 8. Zamenhof, J. biol. Chemistry 228, 475 [1957]. 

5 Ch. Scholtissek, Z. Krebsforsch. 61, 578 [1957]; P. D. Lawley, Bio- 
chim. biophysica Acta [Amsterdam] 26, 450 [1957]. 

6 PD. T. Elmore, J. M.Gulland, D.O. Jordan u. H. F. W. Taylor, Bio- 
chem. J. 42, 308 [1948]; J. A. V. Butler, L. A. Gilbert u. K. A. Smith, Nature 
[London] 165, 714 [1950]; B. E. Conway, L. A. Gilbert u. J. A. V. Butler, 
J. chem. Soc. [London] 1950, 3421; J. A. V. Butler, L. A. Gilbert, D. W. James 
u. W.C. J. Ross, Nature [London] 168, 985 [1951]; P. Alexander, ebenda 169, 





226 [1952]. 
7 A.S. Jones u. D.S. Letham, J. chem. Soc. [London] 1956, 2573; A. S. 
Jones, D.S. Letham u. M. Stacey, ebenda 1956, 2579, 2584. 
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Eine Reaktion, die unter Erhaltung der Nucleinsiurekette verliuft, 
wurde 1958 von Schuster und Schramm® gefunden, die infektidse RNS 
aus Tabakmosaikvirus mit Nitrit desaminieren konnten. 

Wegen der leichten Bromierbarkeit von Uracil wurde zunichst ver- 
sucht, RNS mit Bromuracil an Stelle von Uracil zu gewinnen. Dies schien 
auch von physiologischem Interesse, da nach Versuchen an Bakterien 
und Bakteriophagen®!° infolge der isosteren Vertretbarkeit der CH,- 
Gruppe und des Broms bei Fiitterung mit Bromuracil Thymin gegen 
Bromuracil in den DNS ausgetauscht werden kann. 

Zur eventuellen physiologischen Verwertbarkeit verinderter Nu- 
cleinsiuren kann gesagt werden, daB Alkalispaltung von RNS zu den 
entsprechenden chemisch verinderten Nucleotiden fiihrt, die gegeniiber 
den abgewandelten freien Basen eine stiirkere physiologische Wirkung 
erwarten lassen. So hat z. B. das Ribosid des 6-Aza-uracils eine 10- bis 
20mal stiirkere Wirkung!!, das Ribosid des 5-Fluor-uracils wirkt 30mal 
und sein Desoxyribosid 100mal!* stiirker hemmend auf menschliche 
Tumorzellen ein als die freie Base. Auch die Verwendung nichthydro- 
lysierter makromolekularer Nucleinsiuren und ihre Aufnahme in Zellen 
erscheint méglich, denn nach Wacker! werden bei Bakterien-Transfor- 
mationen bevorzugt die hochmolekularen DNS von den Bakterien auf- 
genommen, wihrend die fermentativ bis zu Polynucleotiden abgebauten 
DNS nicht aufgenommen werden. Die phagocytotische Aufnahme von 
Zelltriimmern durch Zellen des Ehrlichschen Ascites-Carcinoms wurde 
schon friiher!* beobachtet. 

Uracil reagiert in wiBriger Suspension mit Brom in rascher Reaktion 
iiber 4-Hydroxy-5.5-dibrom-uracil unter Abspaltung von HOBr zu 
5-Brom-uracil!5, 

Auch die Riboside von Uracil und Cytosin kénnen entweder direkt 
in Wasser'® oder im UV-Licht in Eisessig und Pyridin!? zu den ent- 





8 H. Schuster u. G.Schramm, Z. Naturforsch. 13b, 697 [1958]. 

9 F. Weygand,A. Wacker u. H. Grisebach, Z. Naturforsch. 6b, 177 [1951]; 
F. Weygand, A. Wacker u. H. Dellweg, ebenda 7b, 19- [1952]; A. Wacker, 
A. Trebst, P. Jackerts u. F. Weygand, ebenda 9b, 616 [1954]; F. Weygand, 
A. Wacker u. K. M. Patil, Chem. Ber. 89, 475 [1956]. 

10 PD. B. Dunnu. J. D. Smith, Nature [London] 174, 306 [1954]; S. Zamen- 
hof u. G. Griboff, Nature [London] 174, 305 [1954]. 

11 ©, A. Pasternak u. R. E. Handschumacher, Proc. Amer. An. Cancer 
Res. 2, No. 4 [1958]. 

12 M. A. Rich, J. L. Bolaffi, J. E. Knoll, L. Cheong u. M. L. Eidinoff, 
Proc. Amer. An. Cancer Res. 2, No. 4 [1958]. 

13 A, Wacker, Chemie der Genetik, 9. Colloquium d. Ges. f. physiol. Chemie, 
8. 100, Springer-Verlag, Heidelberg 1959. 

14K. Knake, Z. Krebsforsch. 52, 302 [1942]; H. Lettré u. H. Wrba, 
ebenda 60, 80 [1954]; H. Lettré, H. Wrba u. E. Seidler, ebenda 60, 294 [1955]; 
H. Wrba u. G. Giessler, Naturwissenschaften 45, 192 [1958]. 

15 R. Behrend u. B. Rosen, Liebigs Ann.. Chem. 229, 18 [1885]; H. L. 
Wheeler u. T. B. Johnson, J. biol. Chemistry 3, 183 [1907]. 

16 Pp, A. Levene u. F. B. La Forge, Ber. dtsch. chem. Ges. 45, 615 [1912]. 

17 T. K. Fukahara u. D. W. Visser, J. Amer. chem. Soc. 77, 2393 [1955]. 
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sprechenden 5-Bromderivaten bromiert werden. 3-Methyl-uridin labt 
sich in waBriger Lésung schon bei 5° in das 5-Bromderivat iiber- 
fiihren!®. Die Ribose wird demnach bei der Bromierung nicht verandert. 
Thymin wird erst in der Hitze bromiert und in Bromhydroxy- 
thymin!®, Adenin bei gewohnlicher Temperatur durch Bromdimpfe in 
das Perbromid des 2-(oder 8-)Brom-adenins iibergefiihrt®®. In waBriger 
Lésung erfolgt keine Reaktion. Guanin reagiert erst bei 140—150° mit 
Brom zu 8-Brom-guanin®!. In eigenen Versuchen lieB sich Guanin bei 
Zimmertemperatur in Glycerin/Wasser oder in salzsaurer Lésung in eine 
Verbindung iiberfiihren, die ihrem chromatographischen Verhalten nach 
identisch war mit einem Hydrolyseprodukt von bromierter RNS. 


Beschreibung der Versuche und Ergebnisse 


Ausgangsmaterial 

Zur Bromierung wurden verwendet: Hefe-RNS (Zellstoffabrik, Mannheim- 
Waldhof und Schwarz Laboratories), Sperma-DNS (Light & Co. Inc.) und hoch- 
molekulare DNS aus Thymus. Die Praparate wurden — auBer der hochmolekularen 
DNS — mehrere Male in der Kialte mit verd. H,SO, bei py 1,5 gefallt und an- 
schlieBend mit Alkohol saurefrei gewaschen. Der Phosphorgehalt?? belief sich in 
obiger Reihenfolge auf 9,0%, 8,7% und 10,2%. Beim Ultrazentrifugieren (Spinco, 
Modell L) bei 95000 x g in 5 proz. hydrogencarbonat-alkalischer Lésung ergaben sich 
bei der verwendeten RNS im Gegensatz zu Handelsnucleinséuren von Bayer und 
einer amerikanischen RNS (N. B. C.) nur sehr wenig nicht wieder lésliche Sedimente. 
Die Analyse ‘der umgefallten P,O;-trockenen RNS (Waldhof) ergab 33,52% C, 
13,63% N, 8,48% P (gravimetrisch) (N/P = 1,61), 11,32% Asche und 5,25% H,0. 
Der als Brom berechnete Halogengehalt dieser Handels-RNS sank beim 3maligen 
Umfallen von 0,33 auf 0,03%. Die Basenanalyse nach Perchlorsiurehydrolyse, 
Chromatographie in Butanol/Propanol/5,5 » HCl, Elution mit 0,1 » HCl und UV- 
Messung ergab folgende Basenverhaltnisse: Adenin:Guanin:Cytosin: Uracil = 
i:1,18:0,86:1,04. Das Molekulargewicht dieser RNS war nach osmotischen 
Messungen etwa 40 000. 

Bei den folgenden Versuchen wird die Fallbarkeit mit verd. Trichloressigsaure 
bzw. bei analysierten Produkten mit verd. Schwefelsiure oder Salpetersaure, die 
fehlende Dialysierbarkeit, der fermentative Abbau mit Ribonuclease und das 
papierelektrophoretische Verhalten als Hinweis fiir das Vorliegen von mehr oder 
weniger intakten Nucleotidketten genommen. Osmotische Molekulargewichtsbe- 
stimmungen mit dem Osmometer nach Hellfritz*4 ergaben bei einer in waBrigem 
Glycerin bei —25° bromierten Nucleinsaure (Prap. 27, s. Tab. 1) nach Extrapolation 
auf die Konzentration Null ein Molekulargewicht von 34 500. Das Molekulargewicht 
des Ausgangsmaterials war etwa 40 000. Nach Holden und Pirie*> hat eine kurze 
Behandlung von RNS bei px 1,7 wahrend des Fallens und Zentrifugierens keinen 
EinfluB auf den osmotischen Druck solcher Praparate. 


18 D. W. Visser, G. Barronu. R. Beltz, J. Amer. chem. Soc. 75, 2017 [1953]. 

19 W. Jones, diese Z. 29, 20 [1900]. 

20 G. Bruhns u. A. Kossel, diese Z. 16, 5 [1892]; G. Bruhns, Ber. dtsch. 
chem. Ges. 28, 229 [1890]. 


21K. Fischer u. L. Reese, Liebigs Ann. Chem. 221, 336 [1883] u.zwar S. 342.) 


22 p.S.Chen, Jr., T. Y. Toribara u. H. Warner, Analytic. Chem. 28, 


1756 [1956]. 
3 L. Hahn u.H.v. Euler, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A 22/28, 1 [1946]. 


4H. Hellfritz, Makromolekulare Chem. 7, 184 [1951]; H. Hellfritz uJ 


H. Kramer, Kunststoffe 46, 450 [1956]. 
25 M. Holden u. N. W. Pirie, Biochem. J. 60, 46 [1955]. 
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Analog der von Weygand et al.® gegebenen Vorschrift zur Bro- 
mierung von Uracil mit freiem Brom in siedendem Tetrachlorkohlenstoft 
wurde anfinglich diese Methode versucht. Trockene RNS wurde dabei 
jedoch nach einigen Stdn. zu einer schmierigen Masse. Erst nach Zusatz 
von Calciumcarbonat gelang es nach 24stdg. Erhitzen zu einer siure- 


fillbaren bromhaltigen RNS zu kommen (Tab. 1, Prip. 18). 




















Tab. 1. Analyse und UV-Absorption (in 0,003proz. Lésung, d = lcm) von 
bromierten und nichtbromierten Nucleinsauren. 
y Ri- 
Praparate und Bromierungs- bose 74 
Ausgangsmaterial verfahren % Br) % P | in 300 E50 
y RNS 

RNS-Praparate 

9 RNS-Waldhof 20 Stdn. Bromdampf bei 20° | 1,34 | — |— —| — 
12 RNS-Waldhof 20 Stdn. Bromdampf bei 20° | 2,4 —— — 0,62 
17 RNS-Schwarz Wasser bei 0° 8,02 — 22 0,62 
18 RNS-Waldhof 24 Stdn. in siedendem CCl, 7,8 — — 0,55 

mit CaCO, 
19 RNS-Waldhof Glycerin/Wasser 1:1 bei—10°/ 11,91 | 7,19 21 0,55 
23 RNS-Waldhof Wasser bei 0° 8,45 | — — — 
25 RNS-Waldhof Glycerin/Wasser 1:1 bei—18° | 11,69 | 7,16 21 0,57 
26 RNS-Waldhof Glycerin/Wasser 1:1 bei—18°| 8,03 | — 22 | 0,60 
27 RNS-Schwarz Glycerin/Wasser 1: 1 bei—25°| 17,72 | 7,63 | 21 0,62 
30 RNS-Waldhof Glycerin/Wasser 6:4 bei 4,74 | — —- — 
—30 bis —35° 
RNS-Waldhof nicht bromiert 8,48 | 23,5 | 0,78 

DNS-Praparate 
11 DNS-Light 20 Stdn. Bromdampf bei 20° | 2,25 | — — —- 
22 DNS ausThymus| Glycerin/Wasser 1:1 bei—20°} 1,83 — — — 
24 DNS-Light Wasser bei 0° 2,07 — — — 








5 g P,O,-trockene RNS (Waldhof) wurden 24 Stdn. mit 3 g Brom und 3 g CaCO, 
in CCl, unter RiickfluB erhitzt. Nach Vertreiben des Broms und des Suspensions- 
mittels im Vak. wurde in der Kalte mit verd. HNO, digeriert, zentrifugiert, das 
Sediment in Hydrogencarbonat gelést, 3mal mit verd. HNO, in der Kalte bei py 1,5 
umgefallt, mit Alkohol séurefrei gewaschen und im Vak, getrocknet. 


Bromierung von RNS und DNS mit gasférmigem Brom 


Die Einwirkung von Bromdimpfen auf trockene RNS (Waldhof, 
Prip. 9 u. 12) oder DNS (Light, Prip.11) fiihrte nach 20 Stdn. bei 
Zimmertemperatur zu beginnender Verfliissigung der Nucleinsaure. 


1,2 g RNS wurden 20 Stdn. bis zur beginnenden Verfliissigung iiber Brom- 
dimpfen aus 1 g Brom im Exsikkator stehen gelassen. Nach Evakuieren wurde in 
50 em Hydrogencarbonatlésung gelést und 3mal mit verd. Salpetersiure in der 


_ Kalte wie vorher gefallt, mit Alkohol gewaschen und iiber P,O, getrocknet. 
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Bromierung in wiBrigem Medium 

Die Bromierung von RNS oder DNS in Wasser bzw. in Glycerin/ 
Wasser erlaubt Reaktionstemperaturen bis zu —35°. Das py der Re- 
aktionslésung mu8 dabei durch Zugabe von Hydrogencarbonat oder 
durch Verwendung von Puffer auf 6—7 gehalten werden. In spiiteren 
Versuchen wurde iiberschiissiges Brom durch Sulfit beseitigt. Eine an- 
fiingliche Griin- oder Rotfiirbung nach Zugabe der ersten Brommenge 
verschwand beim weiteren Priparationsverlauf. Je nach Temperatur, 
Medium und Nucleinsiure wurden 100 bis 500 mg Brom pro g Nuclein- 
siure entfirbt (vgl. Tab. 1, Prip. 17, 19, 23, 24, 25, 26, 27, 30). 

10g RNS (Schwarz) wurden in 100 cm* Na-Acetatpuffer vom py 6,5 und 
100 cm’ Glycerin mit einigen Tropfen konz. Ammoniak gelést und innerhalb einiger 
Min. bei —25° unter Riihren mit 0,83 cm* Brom in 30 cm* Na-Acetatpuffer/Glycerin 


1:1 (v:v) versetzt. Es trat keine véllige Entfarbung auf. Es wurde mit 2 Vol. 
Alkohol gefallt, zentrifugiert, in Na-Acetatpuffer gelést, 3mal mit verd. HNO, in 


der Kalte bei pq 1,5 umgefallt, mit Methanol gewaschen und im Vak. getrocknet.. 


Ausbeute 6 g (Prap. 27). Die Bromierung der DNS (Light) wurde in Wasser durch- 
gefiihrt (Prap. 24). 


Bromierung von hochmolekularer Thymus-DNS 


a) Prap. 22: 500 mg Na-Thymonucleat wurden in 40 cm*Glycerin/Wasser 1: 1 
zu einer stark viskosen Fliissigkeit gelost. Dann wurden unter Riihren innerhalb 
15 Min. bei: —20° 3 cm? frisch hergestellte 3,14 proz. Bromlésung (94,2 mg Brom) 
in 50proz. Glycerin (0,5 cm? Brom auf 50 cm* Glycerin/Wasser) zugegeben, wobei 
nach je 1,3 cm*® 1 cm® 5proz. NaHCO,-Lésung zugegeben wurde, so daB das pr 
etwa 7 blieb. Die noch schwachgelbe Lésung wurde mit 5 Vol. von auf —20° ge- 
kiihltem Aceton gefallt. Es wurde im Kilteraum zentrifugiert und ein Teil des 
Sedimentes im Wasser mittels Atommix wieder in Lésung gebracht. Der andere 
Teil des Sedimentes wurde beim Versuch der Wiederauflésung in Hydrogencarbonat- 
Lésung unléslich. Die stark viskose wi Br. Lésung wurde mit 5 Vol. kaltem Alkohol 
gefallt. Nach dem Trocknen der Fallung iiber CaCl, bildete sie eine kérnige gelb- 
lich-weiBe Masse. Léslich in Wasser, aber nicht in Hydrogencarbonat-Lésung. 

b) Prap. 28: 500 mg wurden wie bei a) in 50proz. Glycerin (1 Vol. 0,1 m 
Na-Acetat + 1 Vol. Glycerin) gelést und innerhalb von 10 Min. bei —22° mit 2 cm® 
einer Lésung von 0,5 cm’ (104,6 mg) Brom in 30 cm* 50proz. Glycerin tropfenweise 
versetzt. Nach weiterer Zugabe von 0,2 cm* Bromlésung wurde die Temperatur auf 
—18° erhoht, mit 2proz. Natriumsulfit-Lésung entfarbt, mit 2 Vol. Alkohol gefallt 
und zentrifugiert. Das Sediment ist in Wasser opaliszierend léslich. In 10 proz. NaCl 
backt es harzig zusammen, ist dann aber wieder in Wasser léslich und kann durch 
Zugabe von 10proz. NaCl umgefallt werden. Die Masse wurde mit 50 proz. Alkohol, 
dann 95 proz. Alkohol ausgeknetet und iiber Atznatron getrocknet. Ausbeute 250 mg. 
Die wassr. Lésung ist viskos, jedoch nicht so stark wie die Lésung des Ausgangs- 
materials oder wie die von Prap. 22. 


Papierchromatographie der Basen bromierter Nucleinsiuren 


Die Praparate wurden eine Stunde mit 70proz. Perchlorséure hydrolysiert?®, 
die Perchlorsiure mit konz. Kalilauge bis zum py 3,5 neutralisiert, zentrifugiert 
und 20 mm? (etwa 300 y Nucleinsiure entsprechend) auf Whatman-1-Papier auf- 
getragen. Die Chromatographie erfolgte zweidimensional in Butanol/Propanol/5,5n 
HCl 13:13:14 und nach griindlicher Vertreibung anhaftender HCl in Butanol/In 
Ammoniak 6:1 (vgl. 1. c.%19). 


6 A. Marshak u. H.J. Vogel, J. biol. Chemistry 189, 597 [1951]; G. R. 
Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
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Die bromierten Nucleinsiuren lieBen zweidimensional 7 Flecken er- 
kennen. Nicht bromierte RNS ergab, in der gleichen Weise hydrolysiert 
und chromatographiert, 4 Flecken. Die Ry-Werte sind in Tab. 2 zu- 


Tab. 2. Ry-Werte der Basen bromierter Ribonucleinsaéuren in Butanol/Propanol/ 
5,5n HCl 13:13:14 (A) und Butanol/In Ammoniak 6:1 (B). 








Lésungsmittel-| Brom- . ‘ ; Brom- ‘ Brom- 
syste oa guanin Guanin | Adenin | Uracil weal Cytosin cytosin 

A 0,52 0,22 0,32 0,67 0,85 0,43 0,43 

B 0,07 0,13 0,4 0,33 0,34 0,21 0,38 























sammengestellt. Anhaltspunkte fiir eine Bromierung von Adenin konnten 
chromatographisch nicht gefunden werden. Die quantitative Analyse der 
Basen ergab vielmehr, daB der Bromgehalt durch das gefundene Brom- 
uracil, Bromeytosin und Bromguanin gedeckt wird. Mehrere Flecken 
wurden ausgeschnitten, mit 0,1 n HCl einige Stunden bei 30° eluiert und 
gegen den Blindwert des Papiers beim jeweiligen Maximum der Basen 
gemessen. Die Maxima der Extinktions-Kurven waren bei den bromierten 
Basen allgemein nach Rot verschoben und die Extinktionswerte ver- 
mindert: Uracil (260 mu), Bromuracil (275 my), Cytosin (275 my), Brom- 
cytosin (295 mw), Guanin (249 mu), Bromguanin (270 my). 

Ein Hydrolysat aus dem Priparat 27 (bromierte RNS Schwarz, s. 
Tab. 1) mit 7;72% Brom ergab 10,8°% Bromuracil, das sind 79,2°% der 
theoretisch méglichen Menge, 3,92°, Bromcytosin, das sind 29% der 


| moglichen Menge und 9,43% Bromguanin, das sind 57,7°% der theoretisch 
méglichen Menge. 


Um zu priifen, ob der Bromgehalt der Nucleinsiuren auf adsorbiertes 
Brom zuriickzufiihren ist, wurde die Hydrolyse der Produkte auch unter 


- Zusatz des mehrfachen Gewichts der Nucleinsiure an Natriumsulfit vor- 


genommen. Die qualitative papierchromatographische Auftrennung der 
Basen in 7 Flecken statt in 4 bei RNS war jedoch unverandert. 

Wenn diese Versuche auch fiir eine chemische Reaktion mit den Basen 
der Nucleinsiuren sprechen, so scheint doch, wie unten bei den Ferment- 
versuchen geschildert wird, beiden nicht mit Sulfit behandelten Praparaten 
eine partielle feste Adsorption von Brom oder die Bildung von Perbro- 
miden stattzufinden. Von Bredereck et al.?7 wurde auch beim Purin 
eine Bromadditionsverbindung gefunden, deren Bromgehalt erst durch 
siedendes Aceton zu eliminieren ist. Titrationsversuche mit Thiosulfat 
nach Zugabe von Kaliumjodid und Starke in essigsaurer Losung ergaben 
z. B. bei dem Priiparat 27 noch einen Gehalt von 0,04% freiem Brom. 
Priparate, die mit Sulfit entfarbt waren, ergaben keine Blaufirbung mit 
Kaliumjodid und Stirke. 


27 H. Bredereck, H. Ulmer u. H. Waldmann, Chem. Ber. 89, 12 [1956]. 
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Papierelektrophorese bromierter Nucleinsiuren 


Die Papierelektrophorese der Priiparate zeigte in Veronal- oder 
Boratpuffer vom py 9 keine Unterschiede gegeniiber dem Ausgangs- 
material. In Ubereinstimmung mit friiheren Versuchen?® zur papier- 
elektrophoretischen Auftrennung von Nucleinsiuren bei pq 2—3 in Harn- 
stoffpuffer und von pflanzlichen Proteiden aus Tabakblattern in der 
Nihe der isoelektrischen Punkte konnte jedoch auch in diesem Fall die 
unterschiedliche elektrische Ladung der zu vergleichenden Molekiile ge- 
zeigt werden, wenn die Elektrophorese in der Nahe der isoelektrischen 
Punkte bei py 2,4 in einem Formamid/Wasser/Ameisensiure/Pyridin- 
Puffer vorgenommen wurde. In diesem Medium sind die Beweglichkeiten 
vom Bromierungsgrad der RNS abhiingig. Die bromhaltige, hochmole- 
kulare DNS, die wie unveriinderte DNS bei der Papierelektrophorese in 
normalen Pufferlésungen unbeweglich ist®*~*° wandert in dem Lésungs- 
mittelgemisch ebenfalls schneller als das Ausgangsmaterial. 


Chromatographie bromierter Ribonucleinsaduren an 
Ecteola-Cellulose 


Bendich et al.*! konnten hochmolekulare DNS durch Elution mit 
NaCl-Lésungen abgestufter Konzentrationen nach der Absorption an 
Ecteola-Cellulose in einzelne Fraktionen auftrennen und Bradley und 


Abb. 1. Chromatographie von RNS 
(Schwarz) und bromierter RNS 
(Schwarz; Prap. 27) an Kcteola- 


2 


: cleinséure an 500 mg Cellulose ad- 
sorbiert und diskontinuierlich elu- 
iert (30—60 cm’ Eluat pro Frak- 
tion). Leere Saulen: RNS. Schwarze 

Li Saulen: Prap. 27. Die Extinktion 

Qim aim 2m Qsm im 2m 1m __ bei 260 my in 0,003proz. Lésung 

PO,3%p,7 NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NHOH betrug fiir RNS £ = 0,78; fiir 

Elutionsmittel —>— Prap. 27 H=0,62. 


% der einges. Menge —>=— 
nn 





Rich®2 konnten RNS aus Hefe, Leber, Muskel und Tabakmosaikvirus 
voneinander differenzieren. Eine Fraktionierung der Ribonucleinsiuren 
konnte jedoch nicht erreicht werden, sondern es ergaben sich nur ein- 
heitliche breite Elutionsbanden, deren Lage vom Molekulargewicht der 


RNS abhingig war. Abb. 1 zeigt einen Versuch, RNS von ihrem bro- | 


28 W. Kanngiesser, Naturwissenschaften 38, 503 [1951]; 48, 470 [1956]. 
29 N. Schimmelfeder u. W. Heyer, Naturwissenschaften 41, 164 [1954]. 
30 Ch. Scholtissek, Z. Krebsforsch. 61, 578 [1957]. 
31 A, Bendich, J. R. Frescou. H. S. Rosenkranz, J. Amer. chem. Soc. 77, 
3671 [1955]; A. Bendich, H. B. Pahl, G. C. Korngold, H.S. Rosenkranz u. 
J. R. Fresco, ebenda 80, 3949 [1958]. 
32 —. F. Bradley u. A. Rich, J. Amer. chem. Soc. 78, 5898 [1956]. 
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mierten Produkt zu differenzieren. Im Gegensatz zu den von Bendich 
et al. gefundenen Fraktionierung hochmolekularer DNS, aber in Uber- 
einstimmung mit den Versuchen von Bradley und Rich wurden dabei 
nur breite Elutionszonen gefunden. Die Elutions-Maxima lagen im Falle 
der RNS bei 0,4 m NaCl in Puffer und im Falle der bromierten RNS bei 
1m NaCl in Puffer. 


Fermentabbau der bromierten Ribonucleinsiuren 
mit Ribonuclease 
a) Verlauf des Fermentabbaus in der ersten Stunde: Nach 
Kunitz** entspricht dem Extinktionsanstieg bei 260 my nach der Hydro- 
lyse ein Extinktionsabfall des Kurvenzweiges zwischen 285—320 mu. 


Abb. 2. Verlauf der Hydrolyse von 
RNS und bromierter RNS (0,05 proz.) A 
durch Ribonuclease (5 y/em’) in or) 
0,05 m Phosphatpuffer, px5. Gestri- 














chelte Linien: Kontrollen ohne Fer- —" scien: b 
ment. a) Mit BromiiberschuB bro- 2 29 .————————=————— 
miert, nicht entfirbt. b) Nach der — c 
Bromierung mit Sulfit entfarbt. 
c) Unbromierte RNS. 04 ? y 
Min. 


Man kann also die Fermenthydrolyse verfolgen, wenn man die Absorption 
z. B. bei 300 mu laufend registriert. Diese Methode wurde auch zur 
Registrierung des Fermentabbaues der bromierten RNS angewendet. 
Abb. 2 zeigt zuniichst, daB die Anfangsextinktion bei 300 mu mit dem 
Bromgehalt der Nucleinsiure ansteigt. Die Priparate scheinen, ahnlich 
wie unbehandelte RNS, einem Fermentabbau zu unterliegen. Es zeigt 
sich jedoch auch, daB die Kurve a des nicht mit Sulfit entfarbten 
Priiparates nach 5 bis 10 Min. wieder ansteigt. Dies wird auf eine Nach- 
reaktion von geringen Mengen adsorbierten oder als Perbromid gebun- 
denen Broms zuriickgefiihrt. Nach mehrwéchigem Liegenlassen oder 
kurzem trockenem Erhitzen auf 90° verschwindet dieser Anstieg der 
Extinktion. 

b) Dialysierbare Anteile nach 18stdg. Abbau: Tab. 3 zeigt die 
dialysierbaren Anteile verschiedener Priiparate im Vergleich mit RNS- 
Waldhof (letzte Zeile) nach 18stdg. Hydrolyse mit Ribonuclease. Es zeigt 
sich, daB sowohl die RNS als auch die bromierten Priparate in dem ver- 
wendeten 0,05 m Acetatpuffer bei pg 5 geringe Mengen dialysierbarer 
Anteile enthielten bzw. etwas aufgespalten wurden. Deshalb wurden 
Differenzwerte ohne und mit Ferment ermittelt. Bei den bromierten 
Priiparaten betrug der enzymatische Abbau nur etwa die Halfte der bei 
RNS erhaltenen Werte. Die Zahlen sind Mittelwerte mehrerer Versuche. 


93 -M. Kunitz, J. biol. Chemistry 164, 563 [1946]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 316 11 
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Tab. 3. Dialysierbare Anteile nach 18 stdg. Hydrolyse und Dialyse mit Ribo- 
nuclease (Pentex Inc., Aktivitat: 35 E.; 20 y/cm’). 

0,2 cm’ 0,4 proz. RNS bzw. Praparat in 0,1m Na-Acetatpuffer, mit 0,2 cm* Wasser 

bzw. Fermentlésung versetzt und in DialysiergefaBen nach Antweiler 18 Stdn. 

gegen 20 cm® 0,05 m Na-Acetatpuffer, py 5, dialysiert. Konzentrationsmessung 














bei 260 my. 
Dialysierte Menge 
= % : aia ohne mit % 
Praparat |») Bromierungsverfahren Ferment | Ferment |Abbau 

% % 

0 0 
17 8,02 in Wasser bei 0° 14,8 30,7 15,9 
18 7,8 in siedendem CCl, 15,1 24,1 9,0 
19 11,91 in Wasser/Glycerin bei —10° 14,4 26,1 11,7 
23 8,45 | in Wasser bei 0° 19,9 33,1 13,2 
25 11,69 in Wasser/Glycerin bei —18° 18,2 33,0 14,8 
26 8,03 in Wasser/Glycerin bei —18° 16,2 33,1 16,9 
27 7,72 | in Wasser/Glycerin bei —25° 17,3 30,0 12,7 
RNS- — —- - 18,4 48,9 30,5 

Waldhof 











c) Papierelektrophorese der nach enzymatischer Hydro- 
lyse saiurefaillbaren Anteile von RNS und bromierter RNS 
(Core): , 

10 cm’ einer 2 proz. RNS-Lésung wurden mit Ribonuclease in 1 proz. Hydrogen- 
carbonat-Lésung 24 Stdn. inkubiert. Nach Fallung mit Trichloressigsiure wurde 
das Core nach Scholtissek* in Veronalpuffer, py 9, in zwei Zonen aufgetrennt. 

Es ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Zonen bromierter 
(Prip. 27).und nicht bromierter RNS. Dagegen lag die Ausbeute des Core 
aus Prip. 27 mit 13,5% etwas iiber derjenigen des RNS-Core mit 11%. 
Das Core aus dem bromierten Priiparat enthielt noch bromierte Bau- 
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steine, wie chromatographisch nach Perchlorsiurehydrolyse festgestellt | 


wurde. Es waren wie beim Ausgangsmaterial Bromuracil, Bromcytosin 
und Bromguanin zu erkennen. 


UV-Absorptionskurven bromierter Ribonucleinsaduren 


Wie Tab. 1 zeigt, betrigt der Extinktionsabfall in 0,05 m Phosphat- 
puffer vom py 5,0 bei 260 mu nach der Bromierung bis zu 30%. Die Lage 
der Maxima ist wenig von denjenigen der Nucleinsiuren verschieden. Die 
Absorption bei 300 my betrigt z. T. fast das Doppelte der Nucleinsauren, | 
ihre Hohe ist in etwa dem Bromgehalt proportional. Nach der hydro. | 
lytischen Spaltung mit 0,3n KOH bei 37° in die Nucleotide*® betragt der 
Extinktionsanstieg bei 260 mu 29% bei der bromierten und 35% bei der 
nicht bromierten RNS. Bei 300 my erfolgt dabei wie beim Fermentabbau 
ein Abfall der Extinktion. 

34 Ch. Scholtissek, diese Z. 309, 129 [1957]. 

35 G. W. Crosbie, R.M.S.Smellie u. J. N. Davidson, Biochem. J. 54, 
287 [1953]. 
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IR-Absorptionskurven bromierter Nucleinsiuren 


Das IR-Spektrum bromierter RNS (Waldhof) unterscheidet sich im 
Bereich derWellenlingen 6,3—7,3 4 vom Ausgangsmaterial (Abb. 3). 
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bromierter und b) bromierter RNS 
(Waldhof; 10,46% Brom) (in KBr 
gepreBt). 
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Abb. 3. IR-Spektren von a) un- | iY x m 
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Auch die DNS (Light) unterscheidet sich durch Wegfall eines kleinen 
Maximums bei 7,2 ~« vom unbromierten Produkt. 


Herrn Prof. Dr. H. Lettré danke ich fiir viele Anregungen und fir die 
Forderung der Arbeit. 


Fir die vorliegenden Untersuchungen wurden Mittel aus der Forschungs- 
beihilfe CY-2735 des Public Health Service an Prof. Dr. H. Lettré verwendet. 


Zusammenfassung 


Ribonucleinsiiuren oder Desoxyribonucleinsiiuren des Handels oder 
aus Thymus reagieren mit Brom bei Temperaturen bis —35°. Das Mole- 
kulargewicht der in der Kialte bromierten Handelsribonucleinsiure ist um 
etwa 15%, geringer als das des Ausgangsmaterials. Die Nucleinsiuren 
enthalten 5-Brom-uracil, 5-Brom-cytosin und 8-Brom-guanin. Anhalts- 
punkte fiir eine Bromierung von Adenin und der Pentosen konnten nicht 
gefunden werden. - 

Bromierte Ribonucleinsiure wird aihnlich wie die nichtbromierte 
Nucleinsiure durch Ribonuclease abgebaut. 

Die UV-Kurven der bromierten Nucleinsiuren sind nur wenig vom 
Ausgangsmaterial verschieden. Die IR-Spektren unterscheiden sich im 
Bereich 6,3—7,3 4 vom Ausgangsmaterial. 


Summary 


Commercial ribonucleic acids, commercial deoxyribonucleic acid or 
high molecular deoxyribonucleic acid isolated from thymus react with 
bromine at temperatures down to —35°C. The molecular weight of a 
commercial ribonucleic acid which had reacted with bromine in the cold 
was about 15°, lower than of the untreated material. 

The nucleic acids contain 5-bromouracil, 5-bromocytosine and 
§-bromoguanine. 

Li* 
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There is no indication for a reaction of bromine with adenine or 


the pentoses. 
Bromine-containing ribonucleic acids are attacked by ribonuclease 
in a similar way to normal ribonucleic acids. 
The UV-spectra of the bromine-containing acids differ only slightly 
from that of the original material, while the IR-spectra differ distinctly 


in the range 6,3—7,3 wu. 


Dr.W. KanngieBer, Institut f. experimentelle Krebsforschung der Universitit, 
Heidelberg, VoBstraBe 3. 
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Beitrage zu Abbau und Ausscheidung von 
N-[4-Methyl-benzolsulfonyl]-N’ -butyl-harnstoff (D860) 
Von 
G. Wittenhagen, G. Mohnike und W. Langenbeck 


Aus dem Diabetikerheim und Forschungsinstitut fiir Diabetes Garz (Riigen) und Karlsburg 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Katsch), Karlsburg, Kreis Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1959) 


Untersuchungen iiber den Wirkungsmechanismus und die klinischen 
Indikationen von N-[4-Methyl-benzolsulfony]]-N’-butyl-harnstoff (D 860) 
in der Diabetes-Therapie wurden von verschiedenen Seiten mitgeteilt 
(eigene Ergebnisse s. 1. ¢.1). Verbunden mit der Toxizitiatsfrage ist das 
Schicksal der Substanz im Organismus und ihre Ausscheidung von Be- 
deutung. Im folgenden soll iiber einige Ergebnisse hierzu berichtet werden. 


Verhalten von D860 im menschlichen Organismus 


Oral verabfolgtes D 860 wird schnell resorbiert und ist in kurzer Zeit 
im Serum nachweisbar (z. B. fanden wir? 15 Min. nach Gabe von 4g 
D860 pro kg Kérpergewicht per os eine Serumkonzentration von 
9,9mg%). Die Eliminierungsgeschwindigkeit ist ebenfalls groB; in der 
Regel fanden wir 48 Stdn. nach Absetzen des Praparates auch bei hoher 
Dosierung im Serum kein D860 mehr. Zu aihnlichen Ergebnissen kamen 
Pfeiffer et al.3, Zuckerkranke, welche iiber 1 bis 2 Jahre die thera- 
peutisch wirksame Dosis von durchschnittlich 1 g pro Tag erhalten hatten, 
wiesen den gleichen niedrigen D860-Niichtern-Spiegel auf, wie bei Beginn 
der Therapie (im Mittel 2,6 mg%). Diese Befunde lassen auf eine schnelle 
Umsetzung bzw. eine rasche Ausscheidung dieses: Medikaments beim 
Menschen schlieBen. 


“1G. Mohnikeu. W. Stétter, Dtsch. med. Wschr. 81, 826 [1956];G. Stotter, 
G. Mohnike, W.Creutzfeldt, R.Seus, St.Schlagintweit u. H. Ulrich, 
ebenda 81, 835 [1956]; G. Mohnike u. K. W. Knitsch, ebenda 81, 891 [1956]; 
G. Mohnike u. H. Bibergeil, ebenda 81, 900 [1956]; S. Ortel u. G. Mohnike, 
ebenda 81, 902 [1956]; * Mohnike, H. Ulrich u. E. Jutzi, ebenda 82, 1514 
[1957]; 82, 1524 [1957]; G . Mohnike, H. Ulrich, H. Bibergeil u. A. Czyzyk, 
ebenda 82, 1526 [1957]; G. Mohnike, A. Czyzy yk u. H. Ulrich, ebenda 82, 1542 
[1957]; G. Mohnike, ebenda 82, 1576 [1957]; G. Mohnike, H. Bibergeil u. 
A. Czyzyk, ebenda 82, 1579 [1957]; G. Mohnike, K. W. Knitsch, H. Boser, 
G. Werner u. S. Werner, ebenda 82, 1580 [1957]; A. Czyzyk u. G. Mohnike, 
a 82, 1585 [1957]; G. Mohnike, H. Ulrich u. E. Jutzi, Klin. Wschr. 35, 

5 [1957]; dieselben, Dtsch. med. Wschr. 83, 1261 [1958]. 

2 G. Mohnike u. G. Wittenhagen, Dtsch. med. Wschr. 82, 1556 [1957]. 

3 E. F. Pfeiffer, K.Schéffling, H.Steigerwald, H. Ditschuneit u. 
F. Heubel, Dtsch. med. Wschr. 82, 1544 [1957]. 
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Im Serum liegt D860 nicht ausschlieBlich in freier Form vor. Zu 
etwa 40 bis 50% ist es — wahrscheindlich adsorptiv — an Serumalbumin 
gebunden (s. Methodik, Abschnitt b). Ahnlich dient Albumin als Vehikel- 
substanz fiir verschiedene. Sulfonamide*. Im Liquor cerebrospinalis 
konnten wir D860 nur bei hoher Serumkonzentration nachweisen (z. B. 
fanden wir 4 Stdn. nach oraler Gabe von 4 g D860 im Serum 27 mg%, 
im Liquor 1,6mg%). Bei entsprechend hohen Serumkonzentrationen 
waren die Trinenfliissigkeit, der Mundspeichel und die Faeces frei von 





Start 


dukten in Harn und‘Serum des Menschen. 
I: Testsubstanzen; II: Urinextrakt, er- 
halten 24 Stdn. nach Gabe von 4 g 
D 860/60 kg Koérpergewicht; III. Extrakt 
aus Serum, 3 Stdn. nach Gabe von 4¢ 


8 6 A Hydroxy- D 860/60 kg. (Lésungsmittelgemisch : Bu- 


ye Carbonsiure Abb. 1. Papierchromatograpkischer Nach- 
(CBH) weis von D860 und seinen Oxydationspro- 


methyl-Verb. tanol/Athanol/Phosphatpuffer 40:11:19, 
D 860 Anfarbung mit Ninhydrin.) 


Ida Iii 


D860. Letzteres spricht iibrigens auch fiir die gute intestinale Resorbier- 
barkeit des Priparates. 

Gelegentlich konnten wir im Harn Spuren von unverindertem D860 
papierchromatographisch nachweisen (s. Methodik, ¢). Die Hauptaus- 
scheidung dieses Priparates erfolgt in oxydierter Form als N-[4-Carboxy- 
benzolsulfony]]-N'-butyl-harnstoff (CBH)°. Wir fanden durchschnittlich 
80% der verabfolgten D860-Dosis als CBH im Urin wieder. Zu einem 
iihnlichen Ergebnis kamen auch Lawrence und Mitarbeiter®. Die Aus- 
scheidung des CBH im Harn hort nach Absetzen einer D860-Medikation 
schnell auf, und zwar gleichzeitig mit dem Verschwinden des D860 aus 
dem Blut. Bei kolorimetrischer Bestimmung von D860 wird auch etwa 
gleichzeitig im Serum vorhandene Carbonsiiure mit erfaBt (s. Methodik, a). 


4 H. Bennhold, Die EiweiBkérper des Blutplasmas, Steinkopf- Verlag, Dresden 
und Leipzig 19388; G. Schénholzer, Klin. Wschr. 19, 790 [1940]; J. Kimmig u. 
H. Weselmann, Arch. Dermatologie Syphilis 182, 436 [1941]; Ref. Klin. Wschr. 
21, 675 [1942]. 

5 G. Wittenhagen u. G. Mohnike, Dtsch. med. Wschr. 81, 887 [1956]; 
Th. Dorfmiller, ebenda 81, 888 [1956]. Beide Arbeiten sind unabhangig von- 
einander. 

6 L.H.Lawrence, St.S.Fajans, J.W.Conn, W.A.Struck, J.I. 
Wright u. J. L. Johnsen, J. Amer. chem. Soc. 78, 5701 [1956]. 
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Papierchromatographisch fanden wir iibereinstimmend mit Stowers’ 
und im Gegensatz zu Spingler® im Blut neben D860 auch CBH in 
geringen Mengen. Im Stuhl ist ebenfalls eine kleine Quote der Carbon- 
siiure nachweisbar. Wir vermuten daher, da zwar die Nieren Haupt- 
ausscheidungsorgan sind, die Oxydation des Medikaments jedoch nicht 
nur dort stattfindet. 

Als Zwischenprodukt der Oxydation von D860 zur Carbonsaure lie} 
sich im Harn N-[4-Hydroxymethy]-benzolsulfony]]-N’-butyl-harnstoff 
identifizieren (s. Abb. 1). Weil dieses Produkt mit einem groBen Uber- 
schu8 von CBH vergesellschaftet auftritt und beide Substanzen sich in 
ihrem chemischen Verhalten sehr fihneln, konnte das Zwischenprodukt 
nicht isoliert werden. Nur ausnahmsweise gelang es, diese Substanz ein- 
deutig im Serum chromatographisch sichtbar zu machen. 


Verhalten von D860 im Organismus verschiedener Tierarten 


In Analogie zum Menschen konnten wir bei Kaninchen (1,5 g 
D860/kg per Sonde iiber mehrere Tage) CBH aus dem Harn isolieren 
(Identitiitsbeweis durch Bestimmung des Mischschmelzpunktes). Ratten 
und Meerschweinchen (1g D 860/kg i. p.) zeigten das gleiche Ver- 
halten. Bei diesen 3 Tierarten wiesen wir papierchromatographisch eben- 
falls die Hydroxymethyl-Verbindung nach. 

Miller und Mitarbeiter® fanden mit anderen Trennungsgemischen papier- 
chromatographisch neben der Carbonséure 2 Flecke, die sie nicht identifizierten. 
Nach unseren Ergebnissen glauben wir, daB es sich hier um die Hydroxymethyl- 
Verbindung und um unverandertes D860 gehandelt hat. 

Wie schon an anderer Stelle mitgeteilt!®, besitzen Hunde einen 
andersartigen Mechanismus zum Abbau des D860. Wahrend im Harn 
CBH vermi8t wird, fanden wir hier als Ausscheidungsprodukte p-Toluol- 
sulfonyl-harnstoff und p-Toluolsulfamid, wobei die erstgenannte Ver- 
bindung zu iiberwiegen scheint. 

Das Verhalten des Blutspiegels spricht auch beim Hund fiir eine 
schnelle Eliminierung von D860 (vgl. Abb. 2a); nach Untersuchungen 
von Scholz und Binder" mit *5S-markiertem D860 wird das verab- 
folgte Medikament innerhalb von 3 Tagen zu fast 90° ausgeschieden. 
Ubereinstimmend hiermit fanden wir in Leber und Nieren von monate- 
lang mit D860 behandelten Hunden (papierchromatographisch) kein 
D860, 24 Stdn. nach Beendigung der Medikation nur Spuren von D860; 
war die Zeit bis zur Totung der Tiere linger, gelang kein D860-Nachweis 
mehr. 


7 J. M. Stowers, R. F. Mahler u. R. B. Hunter, Lancet 1958/I, 278. 
8 H. Spingler u. F. Kaiser, Arzneimittel-Forsch. 6, 760 [1956]. 
® W.L. Miller, J. Krake, M. J. Vander-Brook u. L. M. Reineke, Ann. 
N. Y. Acad. Sci. 71, 118 [1957]. 
10 G.Mohnike, G.Wittenhagen u.W.Langenbeck, Naturwissen- 
schaften 45, 13 [1958]. 
1 A, Bander u. J. Scholz, Dtsch. med. Wschr. 81, 889 [1956]. 
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Bei Katzen erwies sich D860 als auBerordentlich toxisch; immerhin 

diirften nach papierchromatographischen Untersuchungen (Harn) diese 

Tiere iiber den gleichen Abbaumechanismus verfiigen wie der Hund. 
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Verhaltender Abbauprodukte von D860 und Ortihrer Bildung 
im Organismus 


Die seiciaailiiien beim Menschen haben den SchluB nahe gelegt, 
daB die Oxydation von D860 iiber die Hydroxymethyl-Verbindung zur 
Carbonsiure nicht nur in der Niere erfolgt. In vitro laBt sich an Organ- 
schnitten von Ratten (s. Methodik, d) zeigen, daB zugesetztes D860 durch 
Leber- und Nierengewebe, nicht jedoch durch Zwerchfell- und Extremi- 
taitenmuskulatur zum CBH oxydiert wird; Bander und Scholz" be- 
richten von ahnlichen Versuchen. 

Dem Menschen oral zugefiihrtes CBH wird im Harn wiedergefunden. 
Zu iihnlichen Versuchsergebnissen kamen wir am Kaninchen. 


Serumkonzentrationen in mg% nach i. v. Injektion von 250 mg D860 baw. CBH/kg 
beim Kaninchen. Mittelwerte von je 2 Versuchen. 














Min. D 860 CBH 
0 0 0 
30 66,1 55,7 
60 66,9 16,6 

240 52,0 0 


Bei diesen Tieren lieB sich auch zeigen, daB injiziertes CBH schneller 
aus dem strémenden Blut verschwindet als die gleiche Menge D860. 
Analoges beobachteten wir beim Hund (s. Abb. 2b). Der Blut- 
zuckerspiegel wurde durch das Oxydationsprodukt nie beeinfluBt. 
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Auch die D860-Abbauprodukte des Hundes (p-Toluolsulfamid und 
p-Toluolsulfonyl-harnstoff) senken den Blutzuckerspiegel dieses Tieres 
nicht. p-Toluolsulfamid (Verabreichung per os) wird von Mensch und 
Hund im Harn als Benzoesiure-p-sulfamid eliminiert. 

Warum der Hund in der Lage ist, in relativ groBen Dosen angebotenes 
p-Toluolsulfamid (100 mg pro kg) zu oxydieren, dagegen das beim Abbau von 
D860 anfallende offenbar nicht, miissen wir offen lassen. Wahrscheinlich ist im 
zweiten Falle die Konzentration des p-Toluolsulfamids und damit dessen Reaktions- 
geschwindigkeit zu gering. p-Toluolsulfonyl-harnstoff wird von Menschen (orale 


Gabe), Hunden (intravenése Injektion) und Kaninchen (Verabreichung per Sonde) 
unverandert mit dem Harn ausgeschieden. 








Methodik 


a) Bestimmung des D860 im Serum 


Die quantitative Bestimmung des D860 nach Spingler!? beruht auf der 
Eigenschaft des D 860 (und seines Oxydationsproduktes CBH), bei 150° in einem 
indifferenten Lésungsmittel Butylamin abzuspalten. Letzteres reagiert mit zu- 
gesetztem 2.4-Dinitro-fluorbenzol zu 2.4-Dinitro-phenylbutylamin, das photo- 
metriert werden kann. Die Carbonsaure gibt eine flachere Eichkurve. Offenbar wird 
diese Verbindung weniger leicht als D 860 gespalten. Andere Autoren’ !> benutzen 
zur quantitativen Bestimmung das Absorptionsmaximum des D860 bei 228 mu. 


b) Nachweis der D860-Bindung an EiweiB 


Ein Kaninchen erhielt 1,5 g D860/kg per Sonde. 3 Stdn. spiter wurden 20 ml 
Blut mittels Herzpunktion gewonnen. Der Serum-D860-Spiegel betrug 68 mg%. 
Je 0,1 ml Serum wurden papierelektrophoretisch (Streifenbreite 8 cm, Schleicher & 
Schill, 2043 b) nach GraBmann und Mitarbeitern™ getrennt. Ein schmaler Streifen 
wurde jeweils abgeschnitten und die SerumeiweiBfraktionen nach Anfarben mit 
Amidoschwarz 10 B markiert. Die entsprechend gewennenen Zonen (einschlieBlich 
der Startzone) aus 20 Streifen wurden auseinandergeschnitten, je eine Stde. mit 
100 ml angesauertem Ather unter Riickflu8 gekocht und der Atherextrakt im Vak. 
auf ungefaihr 3 m/ eingeengt. Hiervon wurden je 0,5 mi auf ein impragniertes 
Chromatogrammpapier (vgl. c) aufgetragen. D860 fand sich nur in der Albumin- 
und Startzone, nicht dagegen in den Globulinfraktionen. 

Zur Ermittlung des prozentualen, an EiweiB gebundenen D 860-Anteils wurden 
0,6 ml Serum mit 15 m/ Athanol enteiwei8t und filtriert. Im Filtrat lieB sich kein 
EiweiB mehr nachweisen. 

12,5 ml des Filtrats (entspr. 0,5 ml Serum) wurden im Vak. bei 35° zur Trockene 
eingeengt und der Riickstand in 1 ml 6,2 proz. NaHCO,-Lésung aufgenommen. In 
dieser Lésung wurde die D860-Konzentration wie iiblich bestimmt und mit der 
des Gesamtserums verglichen. 


c) Papierchromatographischer Nachweis von D860 und seiner 
Oxydationsprodukte 
Auf Schleicher & Schiill-Papier, 2043b, das mit m/15 Phosphatpuffer vom 
pu7 impragniert war!5, wurde in Butanol/Athanol/Phosphatpuffer 40:11:19 mit 


122, H. Spingler, Klin. Wschr. 35, 533 [1957]. 
13 EF. Bladh u. A. Nordén, Acta pharmacol. toxicol. [Kobenhavn] 14, 188 
[1958]; A. A. Forist, W. L. Miller, J. Krake u. W. A. Struck, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 96, 180 [1957]; G. E. Mortimore, V.C. Di Raimondo u. P.H. 
Forsham, Metabolism 5, 840 [1956]. 
11951}, W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
51). 
15 M. E. Fewster u. D. A. Hall, Nature [London] 168, 78 [1951]. 
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einer Laufzeit von 20 Stdn. absteigend entwickelt. Die Streifen wurden dann mit 

Ninhydrin angefarbt. 

Ry-Werte: N-[4-Methyl-benzolsulfonyl]-N’-butyl-harnstoff (D860) 0,86—0,88 
N-[4-Carboxy-benzolsulfonyl]-N'-butyl-harnstoff (CBH)  0,35—0,40 
N-[4-Hydroxymethyl-benzolsulfonyl]-N’-butyl-harnstoff  0,84—0,85 


Die Schwankungen der Ry-Werte fiihren wir auf die nicht immer gleichm&Bige 
Impragnierung zuriick. Wir lieBen stets Testsubstanzen mitlaufen. 

Zur Gewinnung der aufzutragenden Gemische extrahierten wir die ange. 
sduerten Fliissigkeiten mit Ather, verdampften diesen und nahmen den Riickstand 
in wenig Athanol auf. Organe und den getrockneten Stuhl homogenisierten wir mit 
6,2 proz. Natriumhydrogencarbonatlésung, zentrifugierten scharf und extrahierten 
wie beschrieben. Die Hydroxymethylverbindung des D 860 fanden wir durch papier. 
chromatographischen Vergleich mit der synthetischen Substanz*. 








d) In vitro-Versuche mit Organschnitten 
15 mg D860 wurden in 100 cm’ isotonischer Lésung (1 Tl. m/15 Phosphat.- 
puffer, py 7,2; 3 Tle. physiologische Kochsalzlésung) gelést. 1,5 ml dieser Lésung 
* wurden in Warburg-Kélbchen mit frisch gewonnenen Organschnitten (ungefihr 
100 mg) einer eben getéteten Ratte 2—3 Stdn. bei 37° geschiittelt. Die aus den 
K6élbchen abpipettierte Lésung wurde anschlieBend papierchromatographisch 
untersucht. 
e) Isolierung von Abbauprodukten aus Harn 

Benzoesaure-p-sulfamid: Nach oraler Gabe von 100 mg p-Toluolsulf- 
amid/kg erhaltener Hundeharn (Sammelurin aus den anschlieBenden 24 Stdn.) 
wurde angesauert, im Vak. bis zur Halfte eingeengt, mehrere Male mit Ather 
extrahiert und der getrocknete Atherauszug im Vak. verdampft. Aus dem mehrmals 
mit Wasser umkristallisierten Riickstand resultierte eine weiBe, kristalline Substanz, 
die wie Benzoesaure-p-sulfamid keinen Schmelzpunkt hatte. 

C,H,NO,S (201,2) Ber. C 41,79 H3,51 N6,96 Gef. C 41,79 H3,73 N 6,87. 

Um den Mischschmelzpunkt als Identitatsbeweis heranziehen zu k6nnen, 
wurde sie mit Chlorwasserstoff in absol. Athanol verestert (Schmp. des Athyl- 
esters 110°). 

Um p-Toluolsulfonyl-harnstoff zu gewinnen, wurde der Urin von 
Menschen, Hunden und Kaninchen, die diese Substanz** per os gnommen hatten, 
wie bei Gabe von p-Toluolsulfamid aufgearbeitet. Ein Mischschmelzpunkt der aus 
den Urinen gewonnenen Substanzen mit synthetischem Toluolsulfonyl-harnstoff 
(Schmp. 192°) zeigte keine Depression. 

C,H, )N,0,8 (214,3) Ber. N 13,08 814,96 Gef. N12,91 814,81. 


Zusammenfassung 


Oral an Menschen und verschiedene Versuchstiere verabreichtes| 
D860 laBt sich nur relativ kurze Zeit im Serum nachweisen. Die Substanz 
ist zu 40—50% an Serumalbumin gebunden. Sie ist im Liquor cere. 
brospinalis nur bei hoher Serumkonzentration, in TranenfliiSigkeit, 
Speichel und im Stuhl gar nicht nachweisbar. Mensch, Ratte, Meer- 
schweinchen und Kaninchen scheiden D860 in oxydierter Form als 
N-[4-Carboxy-benzolsulfonyl]-N’-butyl-harnstoff mit dem Harn aus. Die 
Substanz laBt sich in niedriger Konzentration auch im Serum nachweisen. 


* Die Farbwerke Hoechst iiberlieBen uns freundlicherweise diese Substanz. 
** Die Substanz stellte uns freundlicherweise der VEB Chemische Werke 
Radebeul zur Verfiigung. 
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Als Zwischenprodukt der Oxydation fanden wir im Urin eine kleine Menge 
N-[Hydroxymethyl-benzolsulfonyl]-N’-butyl-harnstoff. Die Oxydation 
von D860 erfolgt in Leber und Nieren, dagegen offenbar nicht in der 
Muskulatur. Das Oxydationsprodukt beeinfluBt den Zuckerstoffwechsel 
nicht. 

Summary 


D860, administered orally to humans and various test animals, is 
demonstrable in the serum only for a relatively short time period. 
40—60% of the substance is bound to serum albumin. It is found in 
cerebrospinal fluid only when the serum concentration is high. It can 
not be detected at all in lacrimal fluid, saliva or faeces. 

Humans, rats, guinea pigs and rabbits excrete D860 in an oxidised 
form as N-[4-carboxy-benzenesulphony]]-N'-butyl-urea. This substance 
can also be demonstrated in low concentrations in the serum. As an 
intermediate of the oxidation, we found a small amount of N-[4-hydroxy- 
methyl-benzenesulphony]]-N’-butyl-urea in the urine. The oxidation of 
D860 takes place in the liver and kidneys but apparently not in the 
muscles. The oxidation product does not influence sugar metabolism. 


Prof. Dr. G. Mohnike, I. Medizinische Klinik der Charité, Berlin N 4, 
SchumannstraBe 20/21. 
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Die freien Aminoséuren der Samen von 
Acacia Willardiana (Mimosaceae ) 
Isolierung von Willardiin, einer neuen pflanzlichen Aminosaure, 
vermutlich L-Uracil-[8-(«-amino-propionsadure) ]-(3) 
Von 
Rolf Gmelin 


Aus dem Laboratorium der Stiftung fiir chemische Forschung, Biochemisches Institut, 
Helsinki, Finnland 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1959) 


Wie bei den bisher untersuchten Samen von Mimosaceen-Arten!~ 
sind auch bei Acacia Willardiana Aminosiuren in groBer Menge frei 
vorhanden. Ihre chemische Natur, iiber die in dieser Arbeit berichtet 
wird, bestitigt weiterhin die Vermutung, daB in der Mimosaceen-Familie 
alle freien Aminosiiuren vom gewohnten Typ der proteinaufbauenden 
Aminosiuren abweichen. 

Ein- und zweidimensionale Papierchromatogramme in verschiedenen 
Lésungsmittelsystemen und die Anwendung spezifischer Spriithreagenzien 
lieBen in den Ausziigen von Acacia-W illardiana-Samen sechs freie Amino- 
siuren erkennen (Abb. 1). Fiinf dieser Substanzen wurden durch fraktio- 
nierte Kristallisation auch in priparativem Mafstab erhalten. 

Die Aminosauren I, II und III entfiarbten K,PtJ,-Reagenz sehr 
rasch. Sie wurden durch das Albizzia- Enzym?* gespalten und waren nach 


Abb. 1. Zweidimensionales Papierchromato- 
| gramm der freien Aminoséuren von Acacia- 
Ov Willardiana-Samen (Methanol-Extrakt). 

I Djenkolsiure; IL = S-[f-Carboxy- 
athyl]-t-cystein; IL] = S-[y-Carboxy-pro- 





Olv pyl]-L-cystein (?); IV = Willardiin; V = 
Ol ov | Albizziin (L-«-Amino-f-ureido-propion- 
Oll or| siure); VI = Aminosaure VI. 


Lésungsmittelgemisch A: Butanol/Essig- 
siure/Wasser 4:1:1, B: wassergesatt. Phe- 

nol. Papier Schleicher & Schill, 2043b, 
ja aufsteigend. 
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“si R. Gmelin, G. Hasenmaier u. G. Strau8B, Z. Naturforsch. 12b, 687 


[1957]. 
2 R. Gmelin, G. StrauB u. G. Hasenmaier, Z. Naturforsch. 18b, 252 








[1958]. 
3 R. Gmelin, G. StrauB u. G. Hasenmaier, diese Z. 314, 28 [1959]. 





(1959) 


ure, 


en!- 
e frei 
ichtet 
imilie 
nden 


lenen 
nzien 
mino- 
iktio- 


, sehr 
nach 


mato- 
cacia- 
akt). 
boxy- 
y-pro- 
V= 


ion- 


Essig- 
. Phe- 
43 b, 





Bd. 316 (1959) Willardiin, eine pflanzliche Aminosiaure 165 


vierstiindiger Einwirkungszeit des Enzyms (37°, px 8,5) auf einen wiB- 
rigen Auszug der Samen nicht mehr nachweisbar. Ihre Spaltbarkeit durch 
das Albizzia-Enzym, das spezifisch S-substituierte Derivate von L-Cystein 
spaltet, lie vermuten, da8 es sich bei den Aminosiuren IJ, Il und III 
ebenfalls um S-substituierte Derivate des L-Cysteins handelt. 

Nach Isolierung wurde Aminosdure I als Djenkolsaure*, 
Aminosiaure II als S-[f-Carboxy-iathyl]-L-cystein? (zwei ty- 
pische Mimosaceen-Aminosiuren) identifiziert. Aminosiure III, die in 
geringer Menge vorhanden ist und aus Mangel an Samenmaterial nicht 
isoliert werden konnte, ist auf Grund ihres papierchromatographischen 
Verhaltens mit groBer Wahrscheinlichkeit S-{y-Carboxy-propy]]- 
L-cystein. 

Aminosaure IV, die sich im Butanol/Essigsiiure/Wasser-Gemisch 
mit Aminosdure V iiberlagert, sich aber in der zweiten Dimension mit 
den Lésungsmittelsystemen Pyridin/Amylalkohol/Wasser oder Phenol/ 
Wasser gut trennen liBt, ist im gefilterten Licht (bei Verwendung von 
FlieBmitteln, die die UV-Absorption nicht stéren) als dunkler Fleck leicht 
erkennbar. Sie gibt nach Elution im sauren und alkalischen Bereich UV- 
Spektren ahnlich den UV- 
Spektren von Uridin. Infolge 
ihrer Schwerléslichkeit in q G 
Wasser lieB sich Amino- & \ 
siiure IV relativ leicht iso-  é000 
lieren und reinigen. Wegen -' 
ihres Vorkommens in Acacia . 
Willardiana wird fiir diese \ ’ 
Aminosiure der Name Wil- VON 
lardiin vorgeschlagen. Sie \ 
hat die Bruttozusammenset- \ \ 
zung C,H,N,0,-H,O und 420 
schmilzt bei 204° unter Zer- 


setzung. \ /) 
Die UV-Spektren von 2g 
—s 


Willardiin weisen groBe Ahn- 
lichkeit mit denen von Uri- 
din und 3-Methyl-uracil® auf 
(Abb. 2). Bei PH 1 liegen die 220 20 260 
Maxima bei 262 mu, die almu) —— 
Minima bei - on - Abb. 2. UV-Spektren von Willardiin (a und b 
pu 12 haben Uridin _ 3- sowie von Uridin (c und d) bei py 1 (a und ¢ 
Methyl-uracil Maxima bei bzw. pH 11 (b und dq). 
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4 A.G. van Veenu. A. J. Hyman, Geneeskund. Tijdschr. Nederl.-Indié 738, 
991 [1933]. 

5 J. E. Austin, J. Amer. chem. Soc. 56, 2141 [1934]; D.Shugar u. J.J. 
Fox, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 9, 199 [1952]; J. R. Marshall u. 
J. Walker, J. chem. Soc. [London] 1951, 1004. 
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262 mu, wahrend bei Willardiin eine Verschiebung nach 266 mu statt- 
findet ; das Minimum liegt bei allen 3 Verbindungen bei 242 my und die 
Kurven aller 3 Verbindungen weisen einen Wendepunkt bei 228 my auf. 

Abb. 3 gibt das in zwei verschiedenen Konzentrationen gemessene 
IR-Spektrum des Willardiins wieder. Es weist spezifische Banden sowohl 
der Aminosiiuregruppierung als auch des Uracilringes auf. Besonders 
Kurve a zeigt bei 4,75 ~ eine Ammoniumschwingung, die im Spektrum 
des freien Alanins ebenfalls bei 4,75 « auftritt. Die sehr intensive Bande 
bei 6 w ist auf den Uracilkern zuriickzufiihren (Vergleich mit freiem Uracil), 
wihrend die nur in Kurve b sichtbare schwache Schulter bei 6,1 ~ und 
















































































die Bande bei 6,3 « mit den beiden Banden des freien Alanins (6,15 und 
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Abb. 3. IR-Spektrum des Willardiins. 
a) 900 y in 300 mg KBr gepreBt; b) 300 y in 300 mg KBr gepreBt. 


Eine Substitution am N-Atom 1 des Uracils ist durch das UV- 
Spektrum bei pu 12 ausgeschlossen, ebenso Substitutionen an den C- 
Atomen 4 und 5 oder an den beiden Sauerstoffatomen in 2- und 6- 
Stellung. Im letzteren Falle miiBte bei Einwirkung von starken Siiuren 
eine Abspaltung von Serin erfolgen. Willardiin wird jedoch bei 5stdg. 
Kochen mit 48 proz. HBr nicht veriindert. — 

Es ist somit sehr wahrscheinlich, daB Willardiin ein am N-Atom 3 

substituiertes Uracilderivat ist. Die Formelméglichkeiten 


es wiirden sich damit auf Formel I und die der entsprechen- 
Jer den f-Aminosiure einschrinken. 
x CH Inzwischen haben wir fiir Albizziin, eine in 


Mimosaceen-Arten hiufig vertretene und bisher aus- 
oe CH  gchlieBlich in dieser Familie angetroffene Aminosiure?* 
eindeutig die Struktur einer L-x-Amino-f-ureido-propion- 

CH, siure bewiesen®. Auch aus Acacia Willardiana lieB sich 
teen Albizziin isolieren (Aminosiure V). Das gemeinsame 
re Vorkommen von Albizziin und Willardiin in Acacia 
I COH Willardiana und ein Vergleich der Formel des Albizziins 


® A. Kjaer, P. Olesen Larsen u. R. Gmelin, Experientia [Basel] 15, 
253 [1959]. 
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mit Formel I lassen vermuten, daB Albizziin eine biologische Vor- 
stufe von Willardiin ist. Formel I ist deshalb als die wahrscheinlichere 
der der entsprechenden f-Aminosiure vorzuziehen. Die Identitiét von 
Willardiin mit L-Uracil-[f-(«-amino-propionsaure) ]-(3) ist aber noch 
durch Synthese zu beweisen. 

Aus den verbliebenen Mutterlaugen wurde Aminosiure VI isoliert. 
Thre Farbreaktion mit Ninhydrin nach Papierchromatographie in Butanol 
Essigsiure/Wasser oder Pyridin/Amylalkohol/Wasser, wobei das an- 
fangliche Gelb in ein schmutziges Braunviolett tibergeht, und nach Chro- 
matographie in Phenol/Wasser, wobei das anfiingliche Gelb in ein in- 
tensives Blau iibergeht, war sehr ahnlich den Farbreaktionen einer Amino- 
siure, die friiher in diesem Laboratorium durch Virtanen und Kari’? 
aus Frischpflanzen u. a. von Acacia pentadena isoliert und unter Vor- 
behalt als 4-Hydroxy-pipecolinséure bezeichnet wurde. Die beiden Pri- 
parate aus Acacia-Willardiana-Samen und Albizzia-lophanta--Frisch- 
pflanzen zeigten in verschiedenen Lésungsmittelsystemen gleiche Ry- 
Werte und Farbreaktionen. Ihre [R-Spektren stimmten in allen Einzel- 
heiten iiberein, wodurch ihre Identitét sichergestellt ist. Struktur- 
studien an dieser Aminosiiure, die die Richtigkeit der Formulierung als 
4-Hydroxy-pipecolinsdure tiberpriifen sollen, werden in einer spiiteren 
Arbeit mitgeteilt. 

Willardiin konnte papierchromatographisch auch in den Samen 
von Acacia lemmoni nachgewiesen werden, in denen es von Albizziin, 
Djenkolsaiure, 5-Hydroxy-pipecolinsiure, Pipecolinsiiure und einer un- 
bekannten Aminosiure begleitet wird; auferdem in Samen von Acacia 
millefolia, in denen die gleichen Aminosiiuren wie in Acacia Willardiana 
auftreten. 


Ich danke Herrn Prof. A. I. Virtanen fiir sein Interesse an dieser Arbeit 
sowie fiir wertvolle Ratschlage und anregende Diskussionen. Herrn Dr. Q. Jones, 
United States Department of Agriculture, New Crops Research Branch, Beltsville, 
Maryland, danke ich fiir die Beschaffung des wertvollen Samenmaterials, Herrn 
Dr. E. Biekert, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen, fiir die Aufnahme 
und Diskussion der IR-Spektren. 


Beschreibung der Versuche * 


95 g feingemahlene Samen von Acacia Willardiana wurden durch wieder- 
holtes Auskochen mit 70proz. Methanol extrahiert. Die filtrierten; Ausziige wurden 
im Vak. auf etwa 500 mi eingeengt und durch 10proz. Bleiacetatlésung von Ballast- 
stoffen befreit. Nach Abfiltrieren des Niederschlags wurde das Filtrat durch Ein- 
leiten von H,S von iiberschiissigen Bleiionen befreit. Das klare, hellgelbe Filtrat 
wurde kurze Zeit im Vak. erhitzt, mit Wasser auf etwa 2/ aufgefiillt und durch 
eine Séule mit 200 g Amberlite IR 120 (H-Form) geschickt. Der Durchlauf war 
frei von Aminosduren und wurde verworfen. Nach Spiilen der Saule mit Wasser 
wurde mit lproz. Ammoniaklésung langsam eluiert. 








? A. I. Virtanen u. S. Kari, Acta. chem. scand. 9, 170 [1955]. 
* Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 
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a) Djenkolsaure 


Die aminosiurehaltigen Eluatfraktionen wurden auf ein kleines Volumen 
eingeengt und vorsichtig mit heiBem Athanol versetzt. Der Niederschlag bestand 
hauptsachlich aus Djenkolsaure, die nach 3maligem Umfallen aus konz. ammonia- 
kalischer Lésung mit Salzsiure in feinen Kristallnadeln erhalten wurde. Ausb, 
110 mg. Schmp. 248°* (in zugeschmolzener Kapillare). [oly : —48,8° (c = 2,69, 
in In HCl). 


C,H,,N,0,8, (254,3) Ber. 33,06 H5,55 N 11,02 
Gef. C 32,40 H5,56 N 11,02 


Die IR-Spektren des Naturprodukts und von synthetischer Djenkolsiure 
waren identisch. 
b) Willardiin 
Durch weitere Alkoholzugabe zur Mutterlauge wurde Willardiin ausgefallt. 
Nach 3maligem Umfiallen aus ammoniakalischer Lésung mit Salzsiure wurde 
Willardiin in feinen Kristallnadeln erhalten, die wie Djenkolséure in Wasser 
. schwer léslich sind. Ausb. 222mg. Schmp. 204—205° (Zers.); [o}e?: —12,1° 
(c = 1,16, in In HCl). 
C,H,N,O,-H,O (217,2) Ber. 38,71 H5,11 N 19,35 
Gef. C 38,58 H5,29 N 19,44 


Spaltungsversuch mit 48proz. HBr: 

30 mg Willardiin wurden in 5 m/l 48proz. HBr 5 Stdn. gekocht. Wiederholtes 
Eindampfen nach Wasserzugabe zum Trockenriickstand, um méglichst alles HBr 
zu entfernen. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und papierchromato- 
graphisch geprift. AuBer Willardiin waren keine Stoffe festzustellen (Ninhydrin- 
reaktion, Priifung unter der UV-Lampe), die auf eine Spaltung schlieBen lassen 
konnten. 

c) S-[B-Carboxy-athyl]-L-cystein 

Die Mutterlaugen von b) wurden zum Sirup eingeengt und mit Salzsiure auf 
pu 3,5 gebracht. Nach mehrtaégigem Aufbewahren im Eisschrank hatte sich S-[/- 
Carboxy-athyl]-L-cystein in kérnigenKristallen ausgeschieden, die abgesaugt, mit 
eiskaltem Wasser gewaschen und 2mal aus Wasser umkristallisiert wurden. Ausb. 
98 mg. Auf eine Erhéhung der Ausbeute, die nicht dem tatsaichlichen Gehalt an 
S-[6-Carboxy-athyl]-L-cystein entsprach, wurde jedoch verzichtet, da sich diese 
Aminosaure aus anderen Mimosaceen-Arten bequemer darstellen laBt. Schmp. 216° 
(Zers.); [a]#?: —8,1° (c = 5,25, in In HC\). 

(Die Substanz wies im Papierchromatogramm eine kleine Verunreinigung 
durch eine zweite S-haltige Aminosiure — vermutlich S-[y-Carboxy-propyl]-L- 
cystein— auf, die sich auch bei wiederholtem Umkristallisieren nicht entfernen lieB), 


d) Albizziin 
Die Mutterlauge von c) wurde mit Ammoniak auf py 8 gebracht und heii 
mit Athanol versetzt. Beim Abkiihlen schied sich Albizziin in schénen, langen 
Nadeln ab. Es wurde zweimal aus waGr. Lésung mit Athanol umgefallt. Ausb. 


164 mg, Schmp. 214°; [a]??: —66,7° (c = 3,22, in Wasser). 


e) Aminosaure VI 
Die Mutterlauge von d) wurde in einer Schale zum Verdunsten beiseite 
gestellt. Der zuriickbleibende Sirup war von Kristallen durchsetzt, die durch 
Abpressen auf Ton als lockere, weife Kristallschicht erhalten wurden. Es wurde 
zweimal aus Wasser/Athanol und einmal aus Wasser/Aceton umkristallisiert. 
Ausb. 322mg; Schmp. 293° (Zers., Briunung ab etwa 260°); [o]}: — 8,53° 


(c = 4,11, in Wasser). 
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C,H,,NO, (145,2) Ber. C 49,65 H7,59 N 9,66 
Gef. C 49,35 H7,60 N 9,42 
f) Enzymatische Spaltung der S-haltigen Aminosauren 


10 m/ der mit Bleiacetat gereinigten wiBr. Lésung (siehe oben) wurden bei 
pu 8,5 (Boratpuffer) mit 100 mg Rohenzym aus Albizzia lophantha' bei 37° in- 
kubiert. Nach kurzer Zeit trat der charakteristische Geruch von Methylendithiol 
auf (Spaltprodukt von Djenkolsaure). Nachweis von SH-Verbindungen, Ammoniak 
und Brenztraubensaure erfolgte in gleicher Weise wie frither!?. Nach 4 Stdn. 
wurde die Reaktionsmischung papierchromatographisch untersucht (Ninhydrin- 
und PtJ,?°-Reaktion). Djenkolsiure, S-[6-Carboxy-athyl]-L-cystein und Amino- 
siure III waren nicht mehr nachweisbar. 


Zusammenfassung 


1. Aus den Samen von Acacia Willardiana wurde Willardiin, eine 
neue pflanzliche Aminosiure, isoliert. Willardiin ist mit grofer Wahr- 
scheinlichkeit 1-Uracil-[-(«-amino-propionsiure) ]-(3). Auch in den 
Samen von Acacia lemmoni und Acacia millefolia ist Willardiin ent- 
halten. 

2. AuBer Willardiin wurden aus Samen von Acacia Willardiana 
die freien Aminosiiuren Albizziin (L-x-Amino-f-ureido-propionsiure), 
S-[B-Carboxy-ithyl]-L-cystein sowie eine weitere Aminosiiure isoliert und 
eine neue S-haltige Aminosiiure (vermutlich S-[y-Carboxy-propyl]-L- 
cystein )papierchromatographisch nachgewiesen. 


Summary 


1. Willardiine, a new plant amino acid, was isolated from the seeds 
of Acacia Willardiana and has the very probable structure: L-uracil- 
[B-(x-amino-propionic acid) ]-(3). It is also present in the seeds of Acacia 
lemmoni and Acacia millefolia. 

2. In addition to Willardiine, the free amino acids albizziine (L-x- 
amino-f-ureido-propionic acid), S-[f-carboxy-ethyl]-L-cysteine and a 
further amino acid were also isolated from the seeds of Acacia Willardiana. 
A new S-containing amino acid (probably S-[y-carboxy-propyl]-L- 
cysteine) was demonstrated by paper chromatography. 


Dr. Rolf Gmelin, Biochemisches Institut, Kalevankatu 56, Helsinki, Finnland. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 316 12 











Bd. 316 (195%) 


Uber die Regenerierung der Aminosduren 
aus ihren Dinitrophenyl-Derivaten 
Von 
B. Liebold und G. Braunitzer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1959) 


Wenn auch die Auftrennung und der Nachweis der Dinitropheny]- 
_(DNP)-Aminosiuren im MikromaBstab gut gelingt?*, ist es dennoch 
wiinschenswert, die DNP-Derivate der Aminosiuren nicht nur durch ihre 
Wanderungsgeschwindigkeit und ihre Lage im-zweidimensionalen Chro- 
matogramm zu kennzeichnen, sondern zusiitzlich die in ihnen enthaltenen 
Aminosiiuren in freier Form zu identifizieren. Unentbehrlich wird dies 
bei der Unterscheidung zwischen DNP-Leucin und DNP-Isoleucin, da 
diese Aminosiiure-Derivate nur schlecht von einander getrennt werden 
k6énnen. 

Zur Regenerierung der Aminosiiuren aus ihren DNP-Derivaten 
wurden bisher zwei Methoden beschrieben; beide arbeiten in stark 
alkalischem Milieu unter Verwendung von Ammoniak* bzw. Baryt- 
lésung*. Jedoch sind die Ausbeuten bei beiden Verfahren gering, und 
insbesondere bei disubstituierten Aminosiuren (Lysin usw.) sind die 
Ergebnisse unklar. 

Schon friiher konnten wir zeigen®, daB aus den DNP-Derivaten der 
Aminosiuren Prolin und Hydroxyprolin bei saurer Hydrolyse fast quan- 
titativ Dinitrophenol abgespalten wird. Die Erfahrung zeigt ferner‘, 
daB simtliche DNP-Aminosiuren schon unter normalen hydrolytischen 
Spaltungsbedingungen fiir Proteine (6n HCl, 16—24 Stdn., 110°) in 
geringem Mabe zur freien Aminosiiure regeneriert werden. Die schlechten 
Ausbeuten bei der alkalischen Hydrolyse und die Beobachtung, daB die 
Spaltung von DNP-Prolin im sauren Milieu in guter Ausbeute und 
ohne Bildung zusitzlicher ninhydrinpositiver Spaltprodukte erfolgt, ver- 
anlaBten uns zu untersuchen, unter welchen Bedingungen die Abspal- 
tung des DNP-Restes als 2.4-Dinitrophenol durch energische saure Hy- 
drolyse méglich ist. 

A. L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]. 

G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

. G. Lowther, Nature [London] 167, 767 [1951]. 

. L. Mills, Nature [London] 165, 403 [1950]. 

G. Schramm u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 8b, 61 [1953]. 

6 vgl. z. B. bereits bei R.Consden, A.H.Gordon, A.J. P. Martin u. 
R. L. M. Synge, Biochem. J. 41, 596 [1947]. 
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Dies gelingt unter relativ schonenden Versuchsbedingungen bei Ver- 
wendung von konz. Jodwasserstoffsiure. Werden 0,1—0,3 uMol einer 
DNP-Aminosiure mit Jodwasserstoff bei 100° behandelt, so wird in den 
allermeisten Fallen ein eindeutiges Ergebnis erzielt. Die Chromatogramme 
weisen so gut wie keine zusitzlichen ninhydrinpositiven Banden auf. Die 
Ergebnisse sind in allen untersuchten Fillen klarer als bei den ilteren 
Verfahren und die Ausbeuten liegen hoher, denn sie betragen bis zu 80% 
der theoretisch zu erwartenden Werte. Die DNP-Derivate folgender 
Aminosiuren wurden erfolgreich nach der neuen Methode gespalten: 
Glykokoll, Leucin, Isoleucin, Valin, Alanin, Phenylalanin, Asparagin- 
siure, Glutaminsiiure, Methionin, Methioninsulfoxyd, f-Alanin sowie die 
Bis-DNP-Derivate der Diaminopropionsiure, der «.y-Diamino-butter- 
siiure, des Ornithins, des Lysins und des Tyrosins. In allen Fallen wandert 
die aus der DNP-Aminosiiure regenerierte Aminosiiure in Butanol/Essig- 
siure/Wasser 4:1:5 so wie die entsprechende Kontrolle. Wie zu erwarten, 
werden DNP-Serin und DNP-Threonin unter diesen Versuchsbedingungen 
zerstért. Nicht untersucht wurde das Verhalten der DNP-Derivate von 
Tryptophan, Histidin, Arginin und Cysteinsiure. 


Beschreibung der Versuche 


Reagentien: Jodwasserstoffsiure, spezif. Gewicht 2,0 (p. a., Merck). 

Durchfiihrung der Spaltung: 0,1—0,3 «Mol des aus einem zweidimensio- 
nalen Chromatogramm eluierten DNP-Aminosiure-Flecks werden angesaiuert und 
3mal mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésung wird durch Fénen oder Rotations- 
verdampfen eingeengt und im Vak. gut getrocknet. Die DNP-Aminosaure wird in 
2—3 Tropfen Aceton gelést, in ein kleines Réhrchen (Durchmesser 6—8 mm) ein- 
gebracht und anschlieBend vom Aceton befreit. Es werden 100 pl Jodwasserstoff- 
siure zugegeben, und das eingeschlossene Réhrchen wird auf 100° erhitzt. An- 
schlieBend wird das Reaktionsgemisch auf eine Polyaéthylenfolie gebracht und das 
Reaktionsgefa8 2mal mit 1 Tropfen Wasser nachgewaschen. Das auf der Folie 
gesammelte Reakiionsgut wird in einem Exsikkator iiber festem KOH, CaCl, und 
NaHSO, durch Evakuieren zur Trockne gebracht. Evtl. Reste von J, konnen durch 
Benetzen der Folie mit 1—2 Tropfen Aceton und erneutes Evakuieren entfernt 
werden. Der Riickstand wird anschlieBend mit 1 Tropfen Wasser aufgenommen 
und die Aminosiaure durch eindimensionale Chromatographie identifiziert. Die Aus- 
beuten an freigesetzten Aminosdéuren wurden nach Stein und Moore bestimmt; 
der Zuwachs an «-NH, pro Mol DNP-Rest betrug annahernd 80°/, d. Th. 





Zusammenfassung 
Dinitrophenyl-Aminosiuren kénnen durch Behandlung mit Jod- 
wasserstoff bei 100° in Ausbeuten bis zu 80° d. Th. in die freien Amino- 
siuren iibergefiihrt werden. 
Summary 
By treatment with hydriodic acid at 100°, dinitrophenyl-amino acids 
can be converted to free amino acids in yields up to 80%. 


Dr. G. Braunitzer, Max-Planck- Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
Goethestr. 31. 
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Zur Frage der Sulfonamidbindung an Carboanhydratase 
Von 
H. Keller, W. Miiller-Beissenhirtz und H. D. Ohlenbusch 
Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Physikochemie der Universitat Kiel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1959) 


Herrn Prof. Dr. H. Netter zum 60. Geburtstag gewidmet 


Die von Keilin und Mann! erstmals beschriebene Hemmung der 
’ Carboanhydratase durch Sulfonamide ist in den letzten Jahren in zu- 
nehmendem Mafe Gegenstand experimenteller und klinischer Unter- 
suchungen geworden. Héber* hatte beobachtet, daB eine Alkalisierung 
des Nierensekretes einer isolierten, iiberlebenden Froschniere auftrat, 
wenn der Durchstrémungsfliissigkeit Sulfanilamid, oder andere Sulfon- 
amide zugesetzt waren, die eine nicht substituierte SO,-NH,-Gruppierung 
aufwiesen und damit! in der Lage waren, die Carboanhydratase zu hem- 
men. Weitére physiologische* und klinische* Untersuchungen fiihrten 
dazu, Carboanhydratase-Inhibitoren als Diuretica klinisch einzusetzen. 
Es gelang, zunehmend wirksamere Inhibitoren zu entwickeln®-®, ob- 
wohl sich bislang trotz ausgedehnter Untersuchungen keine Regel fiir 
den Zusammenhang zwischen chemischer Konstitution und Enzym- 
inhibitorischer Wirkung aufstellen lie8. 

Nach Davenport? handelt es sich bei der Sulfonamid-Hemmung 
der Carboanhydratase um eine einfache reversible Reaktion zwischen 
Enzym (E) und Inhibitor (I) nach der folgenden Gleichung: 

E+I = EI 

Die entsprechende Massenwirkungsgleichung formuliert Daven port 

dann: 
fe} -  — (EET) 


[EI]* hia a 


~~ 





1 —. Keilin u. T. Mann, Nature [London] 146, 164 [1940]. 

2 R. Héber, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 49, 87 [1942]. 

3 R. F. Pitts u. R.S. Alexander, Amer. J. Physiol. 144, 239 [1945]. 

4 W. B. Schwartz, New England J. Med. 240, 173 [1949]. 

5 W.H. Miller, A. M. Dessert u. R. O. Roblin, J. Amer. chem. Soc. 72, 
4893 [1950]. 

6 F.C. Novello u. J. M. Sprague, J. Amer. chem. Soc. 79, 2028 [1957]. 

7 G. Hecht, Therap. Ber. 5, 146 [1957]. 

8 V.M. Beaseley, B.G. Overell, V. Petrow u. O. Stephenson, J. 
Pharmacy Pharmacol. 10, 696 [1958]. 
* H.W. Davenport, J. biol. Chemistry 158, 567 [1945]. 
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wobei I, die Gesamtkonzentration an (zugegebenem) Inhibitor darstellt. 
Diese Gleichung ist identisch mit Gl. 1b des Anhanges. Hierbei wurde fiir 
([E] + [ES]) das Symbol [E]* gesetzt und fiir ((EI] +- [EIS]) der Aus- 
druck [ET]*. 

Voraussetzend, da [EI]* gegeniiber I, einen sehr kleinen Wert habe, 
(10-§ m oder mehr fiir den Inhibitor I, und fiir [EI]* 10-!°m oder 
weniger), hat Davenport obenstehende Gleichung vereinfacht zu: 


*. 
aaa? = Kj (2) 


Dieser Ausdruck stellt die Gleichung einer Geraden mit den Variablen 


[EI]*/[E]* (entsprechend dem Symbol i 4 i des Anhangs, siehe Gl. 11) 


und I, dar, deren Neigung der reziproke Wert der Bindungskonstante ist. 
Zu ihrer Ermittlung bestimmte Davenport diejenige Inhibitorkonzen- 
tration, die eine 50 proz. Hemmung bewirkt, d. h. bei der [EI]*/[E]* = 1. 
Nach diesem Verfahren wurden die Inhibitorkonstanten K; fiir eine An- 
zahl von Sulfonamiden bestimmt ®§-". 

Als besonders wirksam hat sich das 2-Acetamino-1.3.4-thiodiazol- 
sulfonamid-(5) (Diamox) erwiesen, fiir das von Miller® ein K; von 
9—11 x 10-*® angegeben wird, ein Wert, den Maetz!! mit 8,2 x 10-® 
bestatigt. 

Diese hohe Wirksamkeit einzelner Sulfonamide hat uns veranlaBt, 
die Giiltigkeit der Voraussetzung von Davenport: [EI]* < I, zu iiber- 
priifen. Legt man namlich das mit 30000 relativ niedrig angegebene 
Molekulargewicht als annahernd richtig zugrunde™}5, so gelangt man bei 
einer Fermentverdiinnung von 1:10’, bei der wir eine Verdoppelung der 
Reaktionsgeschwindigkeit finden, zu einer Endkonzentration des Enzyms 
von 3 x 10-® m. Diese Konzentration liegt aber in der gleichen GréBen- 
ordnung wie die Konzentration der hochwirksamen Inhibitoren, die nach 
der vorliegenden Literatur eine 50proz. Hemmung bewirken soll. Unter 
diesen Umstiinden muB der ungekiirzte Ausdruck der Gl. 1 benutzt 
werden. Er stellt nicht mehr die Gleichung einer Geraden dar. Es ist 
deshalb dann nicht mehr zulassig, die Inhibitorkonzentration, die eine 
50 proz. Hemmung bewirkt, als Bindungskonstante K; anzugeben. Zur 
Klarung dieser Frage wurden zwei hochwirksame und zwei in der Literatur 
als weniger wirksam beschriebene Sulfonamide herangezogen und die 
Ergebnisse einander gegeniibergestellt. Durch Verwendung verschieden 
stark angereicherter Fermentpraparate sollte weiterhin untersucht 
werden, ob und inwieweit die in ihnen vorhandenen Verunreinigungen 
einen EinfluB auf die Kinetik der Hemmung des Enzyms haben. 








10 H. A. Krebs, Biochem. J. 48, 525 [1948]. 

11 J. Maetz, Bull. Soc. Chim. biol. 88, 447 [1956]. 

12 —D. A. Scott u. A. M. Fisher, J. biol. Chemistry 144, 371 [1942]. 

13 M. L. Petermann u. N. V. Hakala, J. biol. Chemistry 145, 701 [1942]. 
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Methodik und Versuche 
MeBapparatur 


Zur Messung der enzymatischen Aktivitaét der Carboanhydratase sind in der 
Literatur!4—17 eine Reihe von Apparaten beschrieben. Von besonderem Interesse 
ist die Anordnung, die Maetz1!>!® mitgeteilt hat: 

Auf der vertikal angeordneten Achse eines Elektromotors, die durch einen 
Glasstab verlangert ist befindet sich der gefaBartig ausgeweitete Riihrer, der das 
Substrat aufnimmt. Dieser Riihrer ragt bis kurz iiber den Boden des Reaktions- 
gefaBes, der mit der Ferment-Pufferlésung bedeckt ist. Zwischen den an der 
Seitenwand des Riihrtroges angebrachten Riihrfliigeln und der Reaktionsgefa’- 
wand befindet sich nur ein schmaler Spalt. Durch plétzliches Einschalten des 
Motors wird die Ferment-Pufferlésung an der Wand des GefaiBes hochgewirbelt, 
wahrend der Inhalt des Riihrers gleichzeitig an die Wand geschleudert wird, so 
daB durch die Spreitung des Reaktionsgemisches auf der senkrechten Glaswand 






Abb. 1. VerschluBstiick des ReaktionsgefaBes 
ben rE mit senkrechter Achse und Riihrtrog. Die 
schraffierten Teile sind aus Kunststoff gefertigt. 
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Abb. 2. Querschnitt des Druckverstarkerkopfes. 
A PreBlufteinstrom; B Kapillarer Spalt; C Ko- 
nus mit Feingewinde zum Verandern der Spalt- 
breite; D PreBluftausstrom durch Bohrung im 
Konus C; E Offnung zum AnschluB an dias 
E Gummimembran-Manometer; F Metall- 












membran. — Die Raume oberhalb und unter- 
halb der Membran werden im Text als Innen- 
oC raum bzw. AuBenraum bezeichnet. 
Abb. 2. 


intensive Mischung und optimaler Gasaustausch gewihrleistet werden. Das bei 
der Reaktion durch Dehydratation entstehende CO, wird mittels eines iiblichen 
Warburg-Manometers gemessen. Diese Apparatur haben wir nachgebaut. Zum 
Unterschied von Maetz wurde jedoch der VerschluB des ReaktionsgefaBes, der 
sowohl als druckfester Luftabschlu8 wie auch als Fiihrung fiir die Rihrwelle dient, 
aus Kunststoff angefertigt. Die Achse des Riihrers besteht aus V2A-Stahl. Die 
Dichtungen sind als Simmeringe ausgebildet. Das Ende der Riihrerwelle, das in 
das ReaktionsgefaéB hineinragt, ist soweit mit Kunststoff iiberzogen, als es mit 
dem Reaktionsgemisch in Berithrung kommen kann, der Riihrtrog selbst ist aus 
dem gleichen Material angefertigt. Ein Kontakt zwischen den Reaktionslésungen 
und Metallteilen ist so unméglich gemacht (Abb. 1). Durch diese Anderungen 
glauben wir eine erhebliche VergréBerung der Stabilitét und Betriebssicherheit 
der Gesamtanlage erreicht zu haben. 

Das gliserne Reaktionsgefa8 befindet sich in einem Thermostaten. Vorzugs- 
weise wurde eine Eis-Wasser-Mischung verwendet. Die Messung des bei der 
Reaktion entstehenden Druckes wurde mit Hilfe einer automatischen Registrier- 
einrichtung durchgefiihrt. Der sich entwickelnde geringe Gasdruck sollte zunachst 


14 R. Brinkmann, R. Margaria u. F.J.W. Roughton, Philos. Trans, 
Roy. Soc. London, Ser. A 232, 65 [1933]. 

18 F.J.W. Roughton u. V. H. Booth, Biochem. J. 32, 2049 [1938]; 40. 
309 [1946]. 
16 H. van Goor, Arch. int. Physiol. 45, 491 [1937]. 
17 A.M. Clark u. D. D. Perrin, Biochem. J. 48, 495 [1951]. 
18 J, Maetz, Bull. Soc. Chim. biol. 32, 830 [1950]. 
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verstarkt werden, um eine selbsttatige membran-manometrische Registrierung zu 
ermoglichen. Zu diesem Zweck haben wir uns einer einfachen Anordnung bedient, 
die zur Blutdruckregistrierung kleiner Laboratoriumstiere verwendet wurde!®. Es 
handelt sich dabei im Prinzip um ein umgekehrt wirkendes Reduzierventil. Abb. 2 
zeigt den Querschnitt der Anordnung: 

Durch A strémt unter einem konstanten Druck PreBluft ein, die den kapil- 
laren Spalt B passieren muB8, um durch die Bohrung D im Konus C wieder aus- 
strémen zu kénnen. Uber die Offnung E kann der Druck im Innern dieses Systems 
mittels eines Gummimembran-Manometers kontrolliert werden. Diese Gummi- 
membran bewegt bei ihren Exkursionen die drehbare Achse eines Spiegels, der 
wiederum den Strahl einer Spaltlampe steuert. 

Der kapillare Spalt B wird durch den Konus C und die Metallmembran F 
gebildet. Diese Membran steht iiber einen relativ kurzen Weg mit dem Inneren 
des ReaktionsgefaBes in Verbindung. Bei Druckveranderungen im Reaktions- 
gefaB wird F — je nachdem ob diese positiv oder negativ sind — durch seine 
Exkursionen den Spalt B entweder verengern oder erweitern. Im Falle eines 
Druckanstiegs im Innenraum und damit einer Verengerung des Spaltes wird der 
Luftausstrom erschwert und es resultiert eine entsprechende Drucksteigerung im 
AuBenraum. Der Konus C besitzt ein Feingewinde, mit dessen Hilfe der Spalt in 
seiner Breite regelbar ist. Je enger der Spalt ist, desto gréBer ist die Empfindlich- 
keit gegeniiber Bewegungen der Membran F, so daf je nach Einstellung des 
Konus und der Menge der durchstrémenden Luft eine Verstirkung bis zum Ver- 
haltnis 1: 100 erzielt werden kann. Die auf diese Weise verstarkten Druckanderun- 
gen werden dann iiber die Gummimembran, Spiegel und Spaltlampenstrahl 
registriert. 

Der Lichtstrahl] steuert einen sog. Nachlaufschreiber, bestehend aus einer 
Photozelle, die dem Lichtstrahl kontinuierlich folgt und ihre Exkursionen iiber 
einen Tintenschreiber auf eine von einem Synchronmotor bewegte Trommel auf- 
zeichnet. 

In Fallen besonders groBer Reaktionsgeschwindigkeiten, wo die Lauf- 
geschwindigkeit der Photozelle nicht mehr ausreicht, um dem Spiegel folgen zu 
konnen, besteht die Moglichkeit, rein optisch iiber ein Kymographion auf Photo- 
papier zu registrieren. 

Uber einen Dreiwegehahn kann auBerdem noch das ReaktionsgefaB und der 
Druckverstarker mit einem Warburg-Manometer verbunden werden. Es dient 
lediglich zur Eichung der Anlage und wird bei den eigentlichen Messungen abge- 
schaltet. Uber jenen Hahn und das Warburg-Manometer kann, bei geschlossenem 
ReaktionsgefaiB, eine Verbindung zur AuBenluft geschaffen werden, wovon beim 
Austemperieren Gebrauch gemacht wird. 


Reaktionslésungen 
Als Substrat diente eine Lésung von 0,186 Mol NaHCO, und 0,038 Mol KOH 
in 11 dest. Wasser (1,5627 g NaHCO, + 3,8 m/ In KOH ad 100 ml). Diese Sub- 
stratzusammensetzung ist analog den I.c.1911,15,17,20,21 benutzten. 

Als Puffer wurde ein 0,25m Phosphatpuffer vom py 6,8 angewandt (0,125 Mol 
Na,HPO, : 2 H,O (22,25 g) + 0,125 Mol KH,PO, (17,01 g) + dest. Wasser ad 1 J). 
Beschreibung einer Aktivitatsbestimmung 

1 ml Substratlésung wurde in den Riihrtrog eingebracht; 1 ml Phosphat- 
puffer, in dem gegebenenfalls das zu untersuchende Enzympraparat mit oder ohne 
weitere Zusatze (z.B. Inhibitoren) gelést war, wurde in das ReaktionsgefaB ge- 
geben. Nun wurde der Riihrtrog gleichzeitig mit dem Verschlufstiick in das 


8 W, Schroder, Arch. Kreislaufforsch. 15, 24 [1949]; G. Kuschinsky u. 
H. Vorherr, Experientia [Basel] 18, 298 [1957]. 
20 C, A. Mitchell, U. C. Pozzani u. R. W. Fessenden, J. biol. Chemistry 


160, 283 [1945]. 
21 T. H. Hodgson, Brit. J. exp. Pathol. 17, 75 [1936]. 
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Reaktionsgefa8 eingefiihrt und bei geéffnetem Hahn 15 Min. austemperiert. Dann 
wurde der Hahn geschlossen und der Riihrmotor eingeschaltet, wobei sich gleich- 
zeitig die Schreibtrommel in Bewegung setzte. Die Aufzeichnungen des Schreibers 
begannen mit dem Moment des Einschaltens und wurden wenige Sekunden spater 
durch Offnen des Hahnes und Abschalten des Motors beendet. Abb. 3 zeigt einige 
experimentelle Kurven. 
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Abb. 3. Beispiel fiir eine MeBserie. Effekt steigender Konzentrationen Marfanil 
(in Mol/l) auf eine konstante Konzentration Rohferment. 


Auswertung der Kurven 


Wir bedienen uns zur Bestimmung der Enzymaktivitét der theoretischen 
Grundlagen von Mitchell, Pozzani und Fessenden? und definieren nach 
diesen Autoren: 

Ke — K, = Ka 
wobei Ke und K, die unimolekularen Geschwindigkeitskonstanten der katalysierten 
(Kc) und unkatalysierten (Ky) Reaktion sind. Wenn Ka den Wert 1 besitzt, hat 
das Ferment die Aktivitat einer Mitchell-Einheit. 

In einem geschlossenen System, das sich auf einer konstanten Temperatur 
befindet, wie es bei unseren Versuchen der Fall ist, folgt der durch eine Gas- 
entwicklung entstehende Druck einer exponentiellen Kurve folgender Form: 


p = p, (1—e**), 
wobei p der zur Zeit t herrschende Druck ist, p, bedeutet den Gleichgewichtsdruck 
und K die unimolekulare Geschwindigkeitskonstante, d.h. also die Summe der 
Konstanten der beiden gegenliufigen Reaktionen der Gleichsgewichtsreaktion. 
Wenn man nun in obiger Gleichung e zu einer Reihe auflést, erhalt man: 
‘ KP S&P . Kt 
Pp © Pe (1—a—xe “bh ee “bE — usw.)} 
und kann unter der Voraussetzung, daB Kt gegeniiber p, sehr klein ist, m. a. W. 
wenn man in Druckbereichen mit, die in der GréBenordnung von 5—10% des 
Gleichgewichtsdruckes liegen, vereinfachen zu 
: ; p 
fw pe Kt; K =—. 
Pp Pe t Pet 
Man kann also aus der Neigung p/t der experimentell registrierten Kurve 
(Abb. 3) bei oben getroffenen Voraussetzungen unmittelbar K-p, ablesen. Da der 
Faktor p, bei gleichem Substrat, gleichem Puffer, gleicher Temperatur und gleichem 
Volumen des Reaktionsraumes konstant ist, kann man bei rein vergleichenden 


Messungen der Fermentaktivitét, wie man sie allgemein bei Inhibitor- oder | 


Aktivatorversuchen durchfihrt, sofort aus der Steigung der geschriebenen Kurve 
Aussagen treffen, d.h. den Wert K erhalten. 
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Um die Wirksamkeit des Enzyms in sog. Mitchell-Einheiten angeben zu 
konnen, ist die Kenntnis von pe notwendig. Wir haben p, auf zwei Wegen experi- 
mentell bestimmt. Erstens wurde an dem mit Hilfe des Warburg-Manometers ge- 
eichten Registriergerat direkt abgelesen. Die Reaktion wurde bei geniigend herab- 
gesetzter Empfindlichkeit der MeBapparatur solange gemessen, bis keir: weiterer 
Druckanstieg mehr erfolgte. Aus mehreren Versuchen ergab sich ein Mittelwert 
von 40,55 cm Wasser. Andererseits wurde am mit Quecksilber gefiillten Warburg- 
Manometer abgelesen und auf Wassersiule umgerechnet. Nach einer kleinen 
Korrektur des Volumens, die durch das Ansatzstiick und das Manometer bedingt 
war, ergab sich ein mittlerer Endwert von 40,6 cm Wasser. 


Fermentpraparate 
Es wurden drei verschiedene Enzympraparate verwendet: 


1. Mit physiol. Kochsalzlésung mehrmals gewaschene und mit dest. Wasser 
hamolysierte Erythrocyten; 0,062 Mitchell-Einheiten (ME)/mg Trockengewicht. 

2. ,,Rohferment“‘ nach Meldrum und Roughton”; 0,93 ME/mg Trocken- 
gewicht. 

3. Hochgereinigtes Ferment (,,Reinferment‘‘) nach Keilin und Mann®; 
16,8 ME/mg Trockengewicht. Wurde die Aktivitat unseres Reinfermentpraparates 
nach dem Vorgehen von Meldrum und Roughton* bei + 15° bestimmt, so 
erhielten wir 2150 Einheiten/mg Trockengewicht. Dies entspricht nahezu voll- 
standig der Aktivitat, die Keilin und Mann fir ihr Praparat mit 2200 Einheiten 
angegeben haben ?3, 

Angewandte Sulfonamide 

2-Acetamino-1.3.4-thiodiazol-sulfonamid-(5) (Diamox), Diphenylmethan-di- 
sulfonamid-(4.4’) (Nirexon), 6-Chlor-7-aminosulfonyl-1.2.4-benzthiodiazin-1-dioxyd 
(Chlotride, Chlorothiazide, Diuril) und 4-Aminomethyl-benzolsulfonamid-hydro- 
chlorid (Marfanil) standen in Reinsubstanz zur Verfiigung. Die drei ersten Sulfon- 
amide wurden in wenig Dimethylformamid gelést und dann mit dest. Wasser 
entsprechend weiter verdiinnt, Marfanil léste sich in Wasser ohne Zusatz eines 
weiteren organischen Lésungsmittels. Die Verwendung von Dimethylformamid 
war zulassig, da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, daB diese Verbindung in den 
fraglichen Verdiinnungen keinen Einflu8 auf die Fermentaktivitaét besitzt. Die 
Vereinigung von Ferment und Hemmstoff wurde so vorgenommen, daB eine vor- 
bereitete Lésung des Inhibitors in dest. Wasser nochmals mit einer Enzym- 
Phosphat-Pufferlésung um eine Zehnerpotenz verdiinnt wurde. Im Falle hoher 
Fermentkonzentrationen wurde nach Zusatz des Hemmstoffs, d.h. bei erheb- 
licher Verkleinerung der Reaktionsgeschwindigkeit, gemessen. Die Geschwindig- 
keit der ungehemmten Reaktion wurde dann durch Extrapolation bestimmt. 
Wir variierten die Enzymkonzentration bei unseren Versuchen von 0,0035 nach 
0,1 Mitchell-Einheiten/2 ml. 


Ergebnisse und Auswertung 


Davenport? hat beobachtet, daB eine vierfache Variation der Sub- 
stratkonzentration keinen Effekt auf die Hemmung der Carboanhydratase 
durch Sulfonamid zeigt, ein Befund, der auch von uns im Rahmen dieser 
Untersuchungen bestatigt werden konnte. Demnach handelt es sich hier 
um eine nichtkompetitive Hemmung. Auch Davis?® kennzeichnet die 
Sulfonamid-Hemmung der Carboanhydratase als nichtkompetitiv. Auf 


22 N.U. Meldrum u. F.J.W. Roughton, J. Physiology 75, 3P, 15P [1932]. 
23D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 

24 N. U. Meldrum u. F. J. W. Roughton, J. Physiology 80, 113 [1933]. 
25 Zitiert nach B. L. Vallee, Advances in Protein Chem. 10, 317 [1955]. 
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Grund dieser Voraussetzung wurden zur Auswertung unserer Ergebnisse 
im Anhang Beziehungen formuliert, die fiir den Typ der nichtkompetitiven 
Hemmung Giiltigkeit haben. 

Bei den beiden gepriiften, schwicheren Carboanhydratase-Inhibi- 
toren Chlotride und Marfanil konnten wir die in der Literatur®'° 
angegebenen Befunde bestitigen: 

Da in beiden Fallen I, > Hy, war die Voraussetzung fiir die Giiltiy- 
keit der Gl. 11 des Anhangs gezeben. Wir trugen dem Beispiel von 
Maetz!! folgend die Ergebnisse unserer Messungen entsprechend Gl. 11 
auf und -rhielten die in Abb. 4 wiedergegebenen Geraden. Es ist deutlich, 
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Abb. 4. Abhangigkeit der Enzymhemmung durch Chlotride (a) und Marfanil (b) 

von der Inhibitorkonzentration. Ordinate: AusmaB der Hemmung. Es wurden 

jeweils zwei verschiedene Konzentrationen des Reinferments gewahlt: a) 0,0119 
ME (¢@) und 0,0410 ME (0), b) 0,0089 ME (O) und 0,0443 ME (@). 


daB auch starke Variation der Fermentkonzentration die Hemmung durch 


diese beiden Sulfonamide nicht beeinfluBt. Wir fanden folgende K;-Werte: | 


Chlotride: 1,3 x 10-?m; Marfanil: 6,4 x 10-®m 


Chlotride wird von Novello und Sprague®, die es synthetisierten, als 


ungefahr 25mal schwiacher als Diamox angegeben. Marfanil hat nach 
Krebs? einen K;-Wert von 2,5 « 10-®m. 

Bei Diamox fanden wir gréBenordnungsmiBbig die gleiche hohe 
Hemmwirkung, wie sie von anderen Autoren®®" beschrieben worden ist. 
Nirexon, fiir das wir in der von uns iiberblickten Literatur keine An- 
gaben iiber die Hemmwirkung gegeniiber Fermenten finden konnten, er- 
wies sich ebenfalls als ein hochwirksamer Inhibitor, der nur um ein geringes 
schwicher ist, als Diamox. Wir fanden, wie erwartet, bei der Auftragung 
entsprechend Abb. 4 sowohl fiir Diamox wie fiir Nirexon eine nach oben 
durchgebogene Kurve (Abb. 5). Bei verschiedenen Enzymkonzentrationen 
ergaben sich eindeutig voneinander abweichende Kurven, die umso flacher 
verliefen, je héher die verwendeten Fermentkonzentrationen waren, bzw. 
je geringer der Reinheitsgrad war, wie es besonders deutlich aus den Ver- 
suchen mit haemolysierten Erythrocyten hervorgeht (Abb. 5c). Deshalb 














(1959) 


bnisse 
itiven 


rhibi- 
ur® 10 


iiltiy- 
l von 
x1. 11 
itlich, 


nil (b) 
urden 
0,0119 


lurch 


ferte: | 


n, als 


nach 


hohe 
n ist. 
> An- 
n, er- 
inges 
gung 
oben 
ijonen 
vcher 
bzw. 
Ver- 
shalb 





Bd. 316 (1959) Sulfonamidbindung an Carboanhydratase 179 


wihlten wir nach G1. 8 die Auftragung von J, gegen EL, bei konstantem 

Hemmungsgrad und zwar fiir beide Inhibitoren jeweils mit Reinferment 

und mit Rohferment. In Abb. 6 ist die Inhibitorkonzentration (J), die 
r * 

eine 75 proz. Hemmung bewirkt (» = 0,75 oder eye a= — = 3) , gegen 

die Enzymkonzentration (H,) aufgetragen. Die Werte fiir die 75 proz. 

Hemmung wurden aus den einzelnen Hemmkurven der Abb. 5a und b 
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Abb. 5. Abhangigkeit der Enzymhemmung durch Diamox (a) und Nirexon (b 

und c) von der Inhibitorkonzentration. Ordinate: Ausma8 der Hemmung. Ver- 

wendete Enzympraparate: a) Reinferment 0,0127 ME (@), 0,0255 ME (O), 0,0510 

ME (©); b) Rohferment 0,0116 ME (@), 0,0195 ME (O), 0,0395 ME (@), c) Rein- 

ferment (@), Rohferment (O), hamolys. Erythrocyten (©), jeweils 0,0230 ME. 
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Abb. 6. Inhibitorkonzentrationen I). is ae el 
die 75proz. Hemmung bewirken, in Ab. 
hangigkeit von der Enzymkonzentra- Ag — - 
tion Ey. Die Geraden schneiden die i “4 
Ordinate bei Ki: anaes 3 Ki (vg £5 taal 
if, = cE w~ |? 
Anhang). Diamox: Reinferment (0), & ee 
Rohferment (@); Nirexon: Reinfer- ~~ | 
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durch Interpolation gewonnen. Es ergeben sich Geraden mit verschiedenen 
Neigungen. Dies bedeutet, da mindestens bei drei dieser vier Dar- 
stellungen eine Inhibitorbindung auferhalb des Wirkortes beriicksichtigt 
werden muB. 

Zu entscheiden ist zunichst, ob sich auch im vierten Fall (Diamox 
und Reinferment) eine solche zusitzliche Bindung bemerkbar macht. 
Wie Abb. 7 ausweist, gibt Auftragung nach Gl. 9 Geraden, deren Neigung 
mit dem Wert fiir K; iibereinstimmt, der aus Abb.6 mit K; = 1,4 « 10-%m 
zu entnehmen ist. Somit macht sich im Reinferment keine zusitzliche 
Bindung von Diamox bemerkbar. Gleichzeitig kénnen wir aus Abb. 7 
jetzt die Beziehung zwischen der Aktivitét (in Mitchell-Einheiten) und 
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= Po ome al ie Abb. 7. MeBwerte der Abb. 5a (Dia- 
Py | ot J mox, Reinferment) nach Straus u. 
= + Goldstein® aufgetragen. 
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der Molaritat des Fermentes (der Wirkorte) herstellen: 0,010 ME/2 ml = 
7,22 x 10-®m. Die oben angegebenen Werte wurden in GI. 7 eingesetzt 
und die so erhaltenen theoretischen Kurven in Abb. 5a den experimen- 
tellen Werten gegeniibergestellt. 

Um uns in den drei anderen Fillen wenigstens iiber die GréBenord- 
nung der Bindungskonstanten fiir die Zweitbindung zu informieren, 
haben wir die Versuchsdaten gemi® den Gil. 9 aufgetragen. Die dafiir 
notwendigen Werte fiir K, K’ und «, wurden nach den Gl. 8 aus Abb. 6 
entnommen. In der Tabelle sind die ermittelten Werte zusammengestellt. 




















me. 10° K 108 K’ ot, 
10° Ki (Gl. 8a) (GL. 8b) (G1. 8c) 
Diamox/Reinferment 0,14 — moe — 
Nirexon/Reinferment 0,395 3,21 2,03 0,49 
Diamox/Rohferment 0,14 1,14 0,718 0,49 
Nirexon/Rohferment 0,395 1,98 0,79 0,8 


Als Beispiel fiir die Verhiltnisse, die wir etwa bei allen Darstellungen 
dieser Art feststellen konnten, sollen die Ergebnisse der Versuche mit 
Nirexon und Rohferment dienen (Abb. 8). Die nach GI. 9b gezeichnete 
Kurve entspricht am besten der Lage der experimentellen Punkte. 
Diese Ubereinstimmung wird auch 
deutlich bei einer Auftragung der 
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= die benutzte Inhibitorkonzentra- 
-. Pl tion (Abb. 5b). Hierin sind die aus- 
all ee gezogenen Kurven nach Gl. 8b 
jee unter Benutzung der mitgeteilten 
Konstanten (Tabelle) berechnet. 
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Abb.8. MeBwerte der Abb. 5b (Nirexon, 
Rohferment) nach Straus u. Gold- 
stein” aufgetragen. 

— —t r — Die eingezeichneten Kurven wurden 
0 3 6 Y sia aus GI. 9a (+++), 9b (----) bzw. 9c (—) 

ieee erhalten. 























26 O, H. Straus u. A. Goldstein, J. gen. Physiol. 26, 559 [1943]. 
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Wir kénnen also den SchluB ziehen, da8 die zusitzliche Bindung 
des Inhibitors durch Gruppen erfolgt, die ebenfalls eine sehr hohe, wenn 
auch gegeniiber der Bindungsfestigkeit der Wirkgruppe herabgesetzte 
Affinitaét zu den Sulfonamiden besitzen. 

Machen wir die sicherlich berechtigte Annahme, daB die Zweitbindung 
von Diamox und Nirexon durch die gleichen Gruppen erfolgt, so gibt uns 
der Wert von «, = 0,49 einen Minimalwert fiir das relative Konzen- 
trationsverhaltnis von Zweitgruppe und Wirkgruppe im Reinferment, 
wenn wir die Méglichkeit, daB die Affinitaét der Sulfonamide zur Zweit- 
gruppe gréBer sei als zur Wirkgruppe, als unwahrscheinlich ausscheiden. 
Die Naherung der Versuchsdaten an die gekriimmte Kurve in Abb. 5c 
spricht dafiir, daB hier der Wert fiir dieses Verhiltnis etwa bei 1 liegt. 
Nach diesen Uberlegungen ist fiir das gereinigte Ferment die Deutung 
am wahrscheinlichsten, daB die Zweitbindung an das Fermentmolekiil 
selbst erfolgt. Der Unterschied in der Affinitaét zwischen Wirkgruppe und 
Zweitgruppe ist beim Diamox gréBer als beim Nirexon, so daB sich eine 
zusitzliche Bindung von Diamox an das Reinferment nicht bemerkbar 
macht. 

Die Ergebnisse mit Rohferment und vor allem auch mit haemo- 
lysierten Erythrocyten (Abb. 5c) waren dann so zu deuten, daB aufer 
der Carboanhydratase noch weitere sulfonamidbindende Proteine im Ery- 
throcyten vorhanden sind. Auch diese Proteine haben eine wesentlich 
hohere Affinitaét zu den Sulfonamiden als beispielsweise Serumalbumin, 
das eine Reihe von Sulfonamiden mit Konstanten von 10-* bis 10-4 m 
bindet??, 

Wenn wir die Fermenteinwaage durch FE, in Mol/l dividieren, so 
erhalten wir das Aquivalentgewicht einer Wirkgruppe, in unserem Fall 
41 300. Dieser Wert nahert sich dem von Petermann und Hakala™® 
mittels der Ultrazentrifuge bestimmten Molekulargewicht von 30 000. 
Dies fiihrt uns zu dem SchluB, daB auf ein Carboanhydratase-Molekiil 
eine Wirkgruppe entfallt. 


27 J. M. Klotz u. F. M. Walker, J. Amer. chem. Soc. 70, 943 [1948]. 
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Theoretischer Anhang 
Von 


H. D. Ohlenbusch 


Formulierung der nichtkompetitiven Hemmung 
unter Beriicksichtigung zusitzlicher Inhibitorbindung 
durch das Ferment 


I sei ein Hemmstoff, der nichtkompetitiv wirkt, d. h. die Reaktion 
E+I— EI 

werde nicht durch Substrat-G2genwari beeinfluBt. Dann ist 
[E}- [1] _ [ES]-[1] 

[El] [EIS] 
Zusammenfassung der beiden Quotienten ergibt: 
((E] + [ES])- [1] 

({EI] + [EIS}) 
Hierbei ist unter [I] die Konzentration des freien Inhibitors zu 

verstehen. 

Bezeichnen wir mit v; die Reaktionsgeschwindigkeit in Gegenwart 
von Inhibitor, mit vy die in seiner Abwesenheit und beriicksichtigen, daB 


[1] 


-1 
fiir die nichtkompetitive Hemmung »; = vy - (1 + z.) ist, so erhalten 
1 


= K; (la) 


Kj (1b) 


wir nach Einfiihrung des Hemmungskoeffizienten 28 
‘ Vy — Yj 
ot ah (2) 


aus Gl. la: 
h 
1—h 


[1] = Ki- (3) 

Nun enthalte die benutzte Fermentpriparation auBer der enzyma- 

tisch wirksamen Bindungsstelle mit der Konstanten K; noch n weitere 

Stellen H,, E,,...H,,... Hy, die den Inhibitor binden, ohne daB dabei 

die Reaktionsgeschwindigkeit des Ferments beeintriachtigt wird. Fiir diese 
Bindungen gelte: 

[E-]- [1] 

[EI J 

Fiir ein bestimmtes Fermentpriparat ist L,), die Konzentration der 

gesamten Bindungsstellen der Klasse A, der Konzentration des gesamten 

Enzyms E, proportional. Der Proportionalitatsfaktor sei x,. Wir erhalten: 


K, (4) 


ka Ke . 

Bo = (B.] + [BL] = (BL]-(1+ 74) = «Bo (5 

28 Vol. H. Netter, Theoretische Biochemie, S. 583ff., Springer-Verlag, Hei- 
delberg 1959. 
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Ferner gilt fiir die Gesamtkonzentration an Inhibitor: 


n 
Tg = [1] + [EI] + [EIS]}+ & [EL] (6) 
A= I 
und fiir die Konzentration des gesamten Enzyms: 
Ey = [E] + [ES] + [EI] + [EIS] (6a) 
” [EI] + [EIS] = £,- 1. (aus Gl. 1b) 
14+ ‘Ki (6b) 
[1] 
und >. m1 Seas 
[EI ] = FE, . ke (aus Gl. 5) (6c) 
[1] 
erhalten wir unter Verwendung von Gl. 3 aus GI. 6: 
Ma } Ot, 
IKh= Ki 1a; t Bo h+ Ey a K, 1—h . 
pone ar @) 


Das letzte Glied der Gl. 7 enthalt auch im einfachsten Fall n = 1 


zwei Konstanten «, und K,. Bestimmte Annahmen erlauben, diese auf 
eine Konstante zu reduzieren: 


a) 


b 


~— 


ix) 
— 


Es sei angenommen, dab K; < K,. Wir erhalten aus Gl. 7 fiir nicht 
zu groBe Hemmungen 
Re * ) ee eee ae 
(Fz. 7 =e naherungswelse : 
h ( h Ki 
rN Ki;—j -t. Ey P *? 3 z) (8a) 
wobei = s Bow d 
K a-1Ka 


Es sei angenommen, da8 nur eine zusiitzlich bindende Gruppe mit 
der Konstanten K' vorhanden sei und daB ihre Konzentration im 
Reinfermentpraparat der der fermentaktiven Gruppe gleich sei, 
d.h.a, = 1. 


Unter diesen Voraussetzungen erhalten wir aus Gl. 7 
h 1 
Ki oh 


Es lige wiederum nur eine zusiitzlich bindende Gruppe vor, deren 
Bindungskonstante fiir das Sulfonamid gleich der der Wirkgruppe 
sei (Kj = K,). «x, gibt jetzt die Konzentration dieser Gruppe relativ 
zur Konzentration des Wirkortes an: 


Aus Gl. 7 erhalten wir: 


h 
By = By gt Be B+ 8 ay) oo) 
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Eine Auftragung von J, gegen HL, bei konstantem Hemmungsgrad 
_— in allen drei Fillen Geraden, die auf der Ordinate durch den Punkt 
K,;-——; j, Sehen, und deren Neigung aufer durch h von den Konstanten 


der Tw auine bestimmt wird. 
Eine weitere Méglichkeit der graphischen Darstellung besteht in 


einer Auftragung von f gegen i i bei konstantem £,: 


I Ki E 
aus Gl. 8a te eee fe ae " 
bh i1—s ( z) ? (9a) 
; Pe < ie — 1 
actioned ies rer es eT he i or (9b) 
h+ = (1—h) 
I (—_——= 
_ aus GI. 8¢ 7 = 7 + Ey (1+ a) (9c) 


Die Gleichungen 9a und 9c sind wiederum Gleichungen von Geraden, 
allerdings mit verschiedenen Neigungen und Ordinatenabschnitten, 
wiahrend Gl. 9b keine Gerade ergibt. 

Wenn K; < K bzw. Ki < K’ baw. «, < 1, erhalten wir aus den 
GIL. 9: 

“4° (10) 

Diese Beziehung wurde bereits von Straus und Goldstein”® an- 
gegeben und benutzt. 

Wenn schlieBlich auch noch K; > £4, resultiert mit 

‘ a. 
hie 
die schon haufiger bei Vorliegen nichtkompetitiver Hemmungen ange- 
wandte Beziehung®-", die von £, unabhingig ist. 


(11) 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sini wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel sehr dankbar. 

Den Firmen Cyanamid GmbH, Miinchen, Farbenfabriken BayerAG, 
Leverkusen, und Pharma-Stern-AG, Hamburg, danken wir fiir die Uberlas- 
sung von Sulfonamid-Reinsubstanzen. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine selbstindig registrierende Mefapparatur zur Be- 
stimmung der Aktivitaét der Carboanhydratase beschrieben. 

2. Mit dieser Anordnung wird die Hemmung von Carboanhydratase- 
Priparationen unterschiedlichen Anreicherungsgrades durch vier ver- 
schiedene Sulfonamide untersucht. 

3. Bei der Bestimmung der Hemmungskonstanten der hochwirk- 
samen Inhibitoren darf der an das Ferment gebundene Anteil nicht ver- 
nachlissigt werden. Entsprechende Formulierungen zur Bestimmung der 
Hemmungskonstanten werden im Anhang angegeben. 
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4. Die Auswertung der experimentellen Daten fiihrt auf Grund der 
im Anhang abgeleiteten Beziehungen zu dem SchluB, daB auBerhalb des 
Wirkortes des Ferments eine zusitzliche, spezifische Bindung von 
Sulfonamidmolekiilen erfolgt. 

5. Diese Auswertung erlaubt gleichzeitig eine Abschitzung des Mole- 
kulargewichtes des Enzyms, die sich den in der Literatur angegebenen 
Werten annihert. 

Summary 


1. An automatic recording apparatus for the determination of 
carbonic anhydrase activity is described. 

2. With this apparatus we have studied the inhibition of carbonic 
anhydrase preparations of varying purity by 4 different sulphonamides. 

3. For the determination of inhibition constants of the highly active 
inhibitors, the enzyme-bound fraction may not be neglected. Correspon- 
ding formulae for the determination of inhibition constants are given in 
the appendix. 

4. The evaluation of the experimental data, based on the relations 
derived in the appendix, leads to the conclusion, that an additional 
specific binding of sulphonamide molecules takes place as well as at the 
active centre. 

5. At the same time, this evaluation permits an estimation of the 
molecular weight of the enzyme. This approaches the values given in the 
literature. 


Priv.-Doz. Dr. Dr. H. Keller, Institut fiir Physiologische Chemie und Physiko- 
chemie der Universitat Kiel, Newe Universitét, Rudolf-Héber-Haus, Bau 12. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 316 13 
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Quantitative Bestimmung von 21 freien Plasma-Aminosauren 
bei gesunden Versuchspersonen 


Von 
H. G. Knauff; P. Dieterle und H. Zickgraf 
Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen. Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mai 1959) 


Herrn Prof. Dr. Dr.G. Bodechtel zum 60. Geburtstag 
in Verehrung und Dankbarkeit gewidmet 


Die bisher bekannten Angaben iiber den Gehalt des Blutplasmas voy 
Normalen an freien Aminosiuren stimmen hinsichtlich des Gesamt- 
Aminostickstoffs ganz gut iiberein!?, schwanken jedoch betrichtlich, 
wenn man die Werte fiir die verschiedenen Einzelaminosiuren mitein- 
ander vergleicht?-!*, Dies mag zum Teil durch die verschiedene Methodik 
bedingt sein, mit der diese Werte gewonnen wurden. Doch auch bei 
iihnlichem methodischem Vorgehen kommen verschiedene Autoren oft zu 
recht unterschiedlichen Angaben. Wir haben daher mit Hilfe eines papier- 
chromatographischen Verfahrens erneut bei gesunden Versuchspersonen 
21 freie Plasma-Aminosiuren quantitativ bestimmt. Damit sollte eine 
Basis fiir spiter mitzuteilende Untersuchungen an pathologischen Fiillen 
gewonnen werden. Es kam uns dabei ganz besonders auf die gleichzeitize 


1 Pp. B. Hamilton u. D. D. van Slyke, J. biol. Chemistry 150, 231 [1943]. 

2 W. H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 211, 915 [1954]. 

3S. W. Hier u. O. Bergeim, J. biol. Chemistry 168, 129 [1946]. 

4 A. L. Sheffner, J. B. Kirsner u. W. L. Palmer, J. biol. Chemistry 175, 
107 [1948]. 

> B. Steele, M.S. Reynolds u. C. A. Baumann, Nutrition 40, 145 [1950]. 

6 L. Hofstatter, P.G. Ackermann u. W. B. Kountz, J. Lab. clin. Med. 
36, 259 [1950]. 

? K. Schreier u. H. Pliickthun, Biochem. Z. 320, 447 [1950]. 

8 C. A. Johnson u. O. Bergeim, J. biol. Chemistry 188, 833 [1951]. 

® Al. L. Borden, E.C. Brodie, E. B. Wallraff, W. P. Holbrook, D. F. 
Will, C. A. L. Stephens, jr., R. B. Johnson u. A. Kemmerer, J. clin. Invest. 
$1, 375 [1952]. 

10 H. A. Waisman, R. A. Pastel u. H. G. Poucher, Pediatrics 10, 653 
[1952]. 

uH. A. Harper, M. E. Hutchin u. J. R. Kimmel, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 80, 768 [1953]. 

12 T. H. Huisman, Pediatrics 14, 245 [1954]. 

18 R. H. McMenamy, C.C. Lund u. J. L. Oncley, J. clin. Invest. 36, 1672 
[1957]. 

“4 J.J. Kelley u. H. A. Waisman, J. Haematology 12, 635 [1957]. 

15 Pp. J.Christensen, J. W. Date, F. Schonheyder u. K. Velquartz, 
Scand. J. clin. Lab. Invest. 9, 54 [1957]. 
16 D. Miiting, Arzneimittel-Forsch. 8. Beiheft, 79 [1958]. 
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Erfassung méglichst aller Plasma-Aminosiuren an. Dadurch ist nicht: 
nur ein Uberblick iiber das Spektrum der freien Plasma-Aminosiuren zu 
gewinnen, sondern aus den Werten dieser einzelnen Siuren kann auch 
der Gesamt-Aminostickstoff berechnet und den LEinzelaminosiuren 
gegeniibergestellt werden. Bei den meisten bisherigen Arbeiten war dies 
nicht méglich, da kaum je alle Aminosauren beriicksichtigt wurden. So 
fanden wir in der uns zur Verfiigung stehenden Literatur nur zwei ver- 
gleichbare Arbeiten?* mit zusammen 20 Fallen, in denen 20 oder mehr 
Aminosiuren gleichzeitig bestimmt wurden. 


Methodik 


10 m/ Blutplasma werden mit Aceton in der Kalte enteiweiBt, nach 1.c.17 
elektrolytisch entsalzt, zur Trockene eingeengt, mit 0,4 ml 0,1n HCl wieder auf- 
genommen und zur anschlieBenden Papierchromatographie auf einen nach Abb. 1 


——_ een 





Abb. 1. Filterbogen, durch Einschnitte . fl f 
in mehrere parallele Streifen unterteilt, 
zur vergleichenden Chromatographie von 
bekannten Testlésungen mit einer un- 
bekannten Lésung. Der waagerechte 
Querstrich markiert die Auftragslinie. 
Langenangaben in cm. 


36 
ZL 


be > 
































| ey 





in mehrere Streifen unterteilten Filterpapierbogen (Schleicher & Schiill 2043 b) 
aufgetragen!®. Auf Streifen 1 des Bogens kommt eine Testaminosaurelésung be- 
kannter Zusammensetzung, auf Streifen 2 werden 0,04 m/ der zu untersuchenden 
Lésung (entsprechend 1 m/ Plasma) aufgetragen. Streifen 3 und 4 stehen fiir wei- 
tere Testlésungen anderer Zusammensetzung bzw. fiir Parallelversuche mit dem- 
selben Plasma zur Verfiigung. Es werden jeweils 3 gleiche Filterbogen vorbereitet, 
die in 3 verschiedenen Lésungsmittelgemischen aufsteigend chromatographiert 
werden. Wir verwendeten jeweils die Gemische Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5, 
Methylathylketon/Pyridin/Wasser 7:1,5:1,5 und Isopropylalkohol/Kisessig/Wasser 
7:1,5:1,5. Nach 24 Stdn. werden die Chromatogramme getrocknet, erneut 24 Stdn. 
im gleichen Gemisch entwickelt, wieder getrocknet und dann mit Ninhydrin ge- 
farbt (0,5 g Ninhydrin in 100 m/ Aceton, 5 mi dest. Wasser und 5 ml Eisessig). 
AnschlieBend werden die einzelnen Streifen vom Bogen getrennt, mit Transparenz- 
6l im Vak. transparent gemacht und die Banden mit einem direkt schreibenden 
ExtinktionsmeBgerét (Elphorintegraph, Bender & MHobein, Miinchen) ausge- 
wertet!*29, Die Extinktionskurven werden in iiblicher Weise ausplanimetriert?! 


17 R. Consden, A. H.Gordon u. A.J. P. Martin, Biochem. J. 41, 590 
[1947]. 

18 G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 

19 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 

20 R. Strobel, Dissertat. Univ. Miinchen 1957. 

21 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]; W. GraBmann u. K. Hannig, Klin. Wschr. 32, 838 [1954]. 

13* 
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Tab. 1. Anordnung von 21 freien Plasma-Aminosaduren, getrennt in einzelne 

Banden (1—14) nach aufsteigender Papierchromatographie in drei verschiedenen 
Lésungsmittelsystemen. 


A = Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5; B = Isopropylalkohol/Eisessig/Wasser 
7:1,5:1,5; C = Methylathylketon/Pyridin/Wasser 7:1,5:1,5; «-ABS = a-Amino- 








buttersaure. 
Bande A B C 
1 Cystin Cystin Cystin, Lys, Arg, Orn 
2 Lys, Orn Orn Glu 
3 His His, Lys, Arg His, Glu-NH, 
4 Arg, Glu-NH,, Taurin | Glu-NH, Gly 
5 Ser, Gly Taurin, Ser, Gly Ser 
6 Glu, Thr Glu, Thr Thr, Ala 
7 Ala Met, Try Pro 
8 Pro Ala a-ABS 
9 a-ABS Tyr, Pro Taurin 
10 Tyr a-ABS Val 
11 Val, Met Phe Met, Tyr, Try 
12 Try Val Tleu 
13 Phe, Tleu Tleu, Leu Phe, Leu 
14 Leu 











Tab. 2. Durchschnittliche Verlustquoten verschiedener Aminosauren nach elektro- 

lytischer Entsalzung. Es wurden den freien Plasma-Aminosauren analoge Amino- 

siuregemische in Ringerlésung aufgenommen und 40 Min. entsalzt. Die Werte 
wurden in 5 Einzelversuchen erhalten. 











Eingewogene Wiedergefundene | ,, ae 
Aminosaure Menge Sine Verte <n 70 
(Mittelwert + s) 
(ug/ml) (ug/ml) 

PNANIN 50 a: -« isi be 25 23,5—23,9 6,2 + 0,26 
@-ABS <3. 3 « 3 2,5— 2,7 14,6 + 0,78 
Arginin ..... 15 9,4— 9,8 36,2 + 0,36 
Cyst. . ... « j 12 11,2—11,5 0,5 + 0,46 
Glutaminsaure . . 6 5,4— 5,6 6,2 + 0,26 
Glutamin 60 58,5—59,2 3,3 + 0,12 
Glykokoll 12 11,3—11,6 4.0 + 0,36 
Histidin . .... 10 9,3— 9,5 6,5 + 0,36 
Isoleucin. . ... 9 8,1— 8,4 8,2 + 0,34 
Leucin. ..... 16 13,5—13,8 14,3 + 0,36 
Loy ee 12 9,5— 9,9 18,5 + 0,65 
Methionin ... . 5 4,6— 4,8 3,5 + 0,33 
Ornithin. .... 5 4,4— 4,6 10,6 + 0,4 

Phenylalanin. . . 9 8,0— 8,3 8,3 + 0,36 
PTOUMNG 526, 6 46. % 20 18,5—18,9 6,5 + 0,5 

re 10 9,6— 9,8 3,3 + 0,17 
WAU 4 3. 2 3 5 4,7— 4,9 2,5 + 0,2 

Threonin 15 12,1—12,4 18,4 + 0,42 
Tryptophan 10 9,5— 9,9 3,2 + 0,36 
Tyros... 5 10 8,4— 8,7 14,2 + 0,36 
RRS) S45, 5S 25 21,4—21,7 13,6 + 0,4 
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der Aminosauren zu erreichen22, die einzelnen Banden zu eluieren und die Amino. 
sduren erneut aufzutragen, fiihrte zwar zu guter Auftrennung der einzelnen Amino- 
siuren, jedoch zu gréBeren Streubreiten bei der quantitativen Bestimmung. 


Korrektur der bei der Entsalzung entstehenden Verluste 


Da bei der Papierchromatographie die Giite des Chromatogramms stark vom 
Salzgehalt der untersuchten Lésung abhangt, muBte fiir eine méglichst-vollstan- 
dige Entsalzung gesorgt werden. Dies brachte eine Entsalzungszeit von 40 Min., 
also das 4—8fache der friiher angegebenen Zeiten”**4 mit sich. Quantitative Ver- 
luste sind daher auch bei Verwendung der modifizierten Astrup-Apparatur?**5 
unvermeidlich 12:26, Sie sind jedoch bei Einhaltung gleicher Entsalzungszeiten und 
gleicher Stromstarken stets gleich. Wir ermittelten fiir die einzelnen Aminosauren 
bei 40 Min. dauernder Entsalzung die in Tab. 2 zusammengefaBten Verlustquoten. 

Es lassen sich daraus Faktoren berechnen, mit denen die gefundenen Werte 
fiir die Blutaminosaéuren korrigiert werden miissen. 


Ergebnisse 


Neben einer groBen Reihe hier nicht beriicksichtigter Vorversuche 
und unvollstindiger Analysen, bei denen jeweils nur ein Teil der Plasma- 
Aminosiuren bestimmt werden konnte, wurden 22 vollstindige Analysen 
ausgefiihrt. Abb. 3 zeigt einen Chromatographiestreifen der Plasma- 


= 
= 








ae > Cystin 





Abb. 3. Originalchromatographiestreifen der Plasma-Aminosauren nach Chromato- 

graphie in Isopropylalkohol/Eisessig/Wasser 7:1,5:1,5; Farbung mit Ninhydrin 

(spater zur Haltbarmachung mit Kupfer bespriiht). Dariiber die zugehdrige 
Extinktionskurve, aufgenommen mit dem Elphorintegraphen. 


Aminosiuren einer unserer Versuchspersonen. Man erkennt 11 deutlich 
getrennte Banden. Uber dem Streifen findet sich die zugehérige Ex- 
tinktionskurve, die aus 11 gut auswertbaren GauB-Kurven besteht. 


22 K. Dose u. A. Caputo, Biochem. Z. 328, 376 [1956]; K. Dose, Biochem. 
Z. 329, 416 [1957]. 

23H. G. Knauff, W. Mialkowsky u. H. Zickgraf, Z. klin. Med. 155, 483 
[1959]. 

24H. G. Knauff u. H. Zickgraf, diese Z. 312, 264 [1958]. 

25 T. Astrup, A. Stage u. E. Olsen, Acta chem. scand. 5, 1343 [1941]. 

26 W.H.Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 190, 103 [1951]. 
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Bei 4 Versuchspersonen H. 8., 


wurden nach einigen Tagen bis Monaten Zweitbestimmungen ausgefihrt. 





T 
W.M. und H. R. wurden Doppelbestimmungen an nacheinander entnommenen Blutproben ausgefiihrt. 
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In Tab. 3 sind die Analysenwerte der Plasmaproben von 16 gesunden 
Versuchspersonen zusammengestellt. Bei zwei Versuchspersonen wurden 
Doppelbestimmungen an zwei zu gleicher Zeit entnommenen Blutproben 
ausgefiihrt (1. und 2. Spaite). 

Die Werte stimmen gut iiberein, besonders, wenn man bedenkt, daf 
alle sich summierenden kleinen Fehler des Gesamtverfahrens von der 
EnteiweiBung und Entsalzung, dem mehrfachen Einengen und Um. 
pipettieren bis zur Chromatographie und schlieBlichen Auswertung darin 
enthalten sind. Bei 4 Versuchspersonen (letzte Spalten) wurden die 
Plasma-Aminosiiuren zweima! im Abstand von mehreren Tagen bis 
Monaten bestimmt. Es ergibt sich hierbei fiir die meisten Aminosiiuren 
ein sehr iihnlicher Wert. Das Spektrum der freien Aminosiuren im 
niichtern entnommenen Plasma erweist sich damit bei ein und demselben 
Menschen als bemerkenswert konstant. Die freien Aminosiiuren des 
Niichtern-Plasmas schwankten auch zwischen verschiedenen normalen 
Individuen nur verhiltnismiBig wenig. Ein Unterschied im Verhalten 
zwischen essentiellen und nicht essentiellen Aminosauren lieB sich nicht 
ermitteln. Auch zeigten sich keine deutlichen geschlechtlichen Unter- 
schiede. 

Eine noch weitgehendere Konstanz ergibt sich bei Betrachtung des 
Gesamt-Aminostickstoffs, der aus der Addition des Aminostickstoffs 
aller einzeln bestimmten Aminosiuren erhalten wurde. Die Amidgruppe 
des Glutamins wurde ebenfalls mit in die Summe einbezogen. Die ent- 
sprechenden Werte bilden die letzte Zeile der Tab. 3. Bei simtlichen 
22 Bestimmungen erhielten wir sehr ihnliche Werte. Die Standard- 
abweichung betrigt nur — 5°, des Mittelwertes. Das bedeutet, daB der 
Gesamt-Amino-N nur in sehr engen Grenzen schwankt, selbst wenn 
einzelne Aminosiiuren um 100°, oder mehr schwanken. Sind also be- 
stimmte Aminosiuren bei einer Versuchsperson erhoht, dann sind gleich- 
zeitig andere vermindert. Der Gesamt-Amino-N der freien Plasma-Amino- 
siuren bleibt weitgehend konstant. 


Diskussion 

In der Literatur?-!° finden sich fiir die verschiedenen im Plasma 
hauptsiichlich vorkommenden freien Aminosiuren die in Tab. 4 zusam- 
mengefaBten Mengen als Normalwerte. 

Wie man ersehen kann, stimmen die Angaben fiir einige Aminosiiuren 
gut iiberein, fiir andere schwanken sie betriichtlich, so fiir Asparagin, 
Cystin, Glutaminsiure, Lysin und einige andere. Diese Tatsache allein 
rechtfertigt erneute Untersuchungen wie die unseren. Manche Amino- 
siiuren wie x-Amino-buttersiiure, Asparagin, Glutamin, Ornithin und 
Taurin wurden ohnehin nur in zwei oder drei der vorliegenden Arbeiten 
gemeinsam mit den iibrigen Aminosiiuren bestimmt. AbgeSehen von 
der fiinf Faille umfassenden Arbeit von Stein und Moore?, haben nur 
wir 2] Plasma-Aminosiuren gleichzeitig quantitativ bestimmt. 
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Unsere Werte stimmen mit den Angaben der Literatur im allgemeinen 
gut iiberein. Tab. 4 l48t erkennen, daB die beste Ubereinstimmung mit 
den Werten von Stein und Moore? erzielt wurde. Dies trifft fiir fast alle 
Einzelaminosiiuren und den Gesamt-Amino-N zu. Ein Uberblick zeigt 
ferner, daB fast bei jeder einzelnen Aminosiiure die Angaben einiger 
Autoren gut iibereinstimmen, wiihrend andere vollig aus dem Rahmen 
fallende Werte mitteilen. Dies ist deswegen erstaunlich, weil die gleichen 
Autoren bei anderen Aminosiiuren Werte erhalten, die sehr gut mit den 
Angaben der iibrigen Literatur iibereinstimmen. Die Erklarung diirfte in 
unterschiedlichem methodischem Vorgehen liegen. Wir erhielten jedoch 
sehr iihnliche Werte wie Stein und Moore?, obwohl wir uns eines papier- 
chromatozraphischen Verfahrens bedienten, wiihrend jene Ionenaus- 
tauschersiulen zur Aminosiiuretrennung benutzten. Unsere Werte stim- 
men dagegen z. B. viel weniger mit denen von Miiting iiberein, der die 
Aminosiuren papierchromatographisch bestimmte. Dies legt nahe, dab 
die Vorbereitungs- und Aufarbeitungsverfahren vom Nativblut bis zur 
schlieBlich zu bestimmenden Aminosiurelésung, also die unterschiedliche 
EnteiweiBung, Entsalzung und Einengung der Fliissigkeiten in erster 
Linie fiir solche Unterschiede verantwortlich sein diirften. Im Einzelfall 
ist dann schwer zu sagen, warum die Werte fiir eine bestimmte Amino- 
siure in anderer GréBenordnung liegen als die anderer Autoren. 

Bei uns liegen lediglich die Ornithinwerte etwas tiefer als die sonst an- 
gegebenen. Es sind uns jedoch nur zwei zuverlassige Arbeiten von zusammen 
20 Fallen bekannt, bei denen diese Aminosiure mitbestimmt wurde?:!*, Unsere 
tatsichlich gefundenen Ornithinwerte lagen an sich ebenfalls héher und ent- 
sprachen etwa den Literaturangaben. Wir haben sie jedoch mit einem aus Vor- 
versuchen mit Reinsubstanzen errechneten Korrekturfaktor reduziert, da wir 
sicher bei unserem Vorgehen mit einem Ubergang von Arginin in Ornithin rechnen 
muBten. Wie weit dies auch fiir andere Methoden zutrifft, muB diskutiert werden. 

Asparagin konnten wir nicht nachweisen, auch nicht qualitativ mit einem 
genauen, kombinierten hochspannungselektrophoretisch-papierchromatographi- 
schen Verfahren. In der Literatur finden sich nur drei Arbeiten?:!*!°, in denen 
Asparagin zusammen mit den anderen Aminosiuren bestimmt wurde. Die dort 
angegebenen Werte stimmen nicht iiberein. Kelly fand 62 vg/ml, Christensen 
fand 27 ug/ml und Stein und Moore? fanden 5,8 ug/ml. Wir glauben, daB diese 
unterschiedlichen Angaben teilweise auf MiBverstandnissen beruhen. Wahrschein- 
lich diirften von Kelly und von Christensen irrtiimlich andere Aminosauren 
mitbestimmt sein. 

Asparaginsaure haben wir im Gegensatz zu Asparagin stets nachgewiesen. 
Ihre Menge war jedoch so gering, daB wir die Banden schlecht auswerten konnten 
und auf quantitative Angaben verzichten. Die sehr geringen Asparaginsiuremengen 
sprechen dagegen, daB das von uns nicht aufgefundene Asparagin durch unser 
methodisches Vorgehen vielleicht in Asparaginsiure umgewandelt wird. Ware dies 
der Fall und ist der von Stein und Moore angegebene Asparaginsaurewert zu- 
treffend, dann hatten wir unter allen Umstanden eine gut auswertbare deutliche 
Asparaginsiurebande erhalten miissen. 

Die gefundene biologische Schwankungsbreite bei gesunden Ver- 
suchspersonen ist fiir die meisten Aminosiuren ziemlich gering. Unsere 
Werte stimmen auch hierin mit den Angaben der iibrigen Literatur 
iiberein. Fiir einen solchen Vergleich kénnen allerdings nur wenige 
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Tab. 4. Ubersicht iiber die wichtigsten bisher vorliegenden Bestimmungen d 
S = Ionenaustauscher-Saulenchromatographie und P = Papierchromatographie. \ 
Zeile die Schwankungsbreite de 
Zahl ree . vex c {pal 
Autor Jahr Methode 1. Fall Alanin x-ABS Arginin Aspargin : ; 
a. i € sau 
= 
Hier? 1946 M 5 23 : 
14—37 
Sheffner* . 1945 M 4 16,5 —17,2 
Steele> . 1950 M 4 42 23 
Hofstatter® 1950 M 23 = 
Schreier? 1950 M 11 25,0 
19,5 — 32,6 
Johnson® . 1951 M 24 16,2 - 
10,0 —27,0 
Borden ® 1952 M 8 15,0 
Waisman?® 1952 M 10 10,4 
Harper"?! 1953 M 13 39,6 22,6 Be 
24—76 12—30 
Stein? 1954 Ss 5 34,1 3,0 15,1 5,5 3 
30,1 — 37,3 2,2—3,5 12,2—19,3 5,4—6 0 
Huismann ?? 1954 M 2 14,0 2 
8,5 — 20,0 5 
Mc Menamy ** 1957 P 15 28,5 2,3 11,9 
17,8 —40,1 1,3—3,0 8,7 —16,7 
Kelley" 1957 P 16 21 _ 17 62 
15 —26 13 —24 45 — 9 
Christensen?® 1957 Ss 3 21,0 2,6 10,5 27,9 1,4 
1%,7 —23,5 1,6 —3,6 7,7—12,5 | 22,6—34 9 
Miiting** 1958 e 30 33 - 14 10 
28—41 9-22 6-1 
Eigene 1959 P 16 26,2 2,55 11,5 nicht spure 
15,8 —32,9 | 1,29—3,86 7,1—21,2 | nachweisbaq 
Autor Jahr | Methode | ,Zahl | Lysin Methionin | Ornithin Phensl F proj 
i, Fille } Z analin 
Hier? 1946 M 8 30 14 
20 —37 9--21 
Sheffner* . 1948 M 2 20,8 — 24,7 3,2—4,5 
Steele® 1950 M 1 o7 Q 19 Is 
Hofstatter® 1950 M 23 28,9 
18,3 — 40,2 
Schreier‘ 1950 M 11 28.3 2,9 15.6 
21,0 — 34,2 1,5—4,1 12,7 -—-17 
Johnson*® 1951 M »4 21,9 5,2 9,9 
13,0 —30,0 36,0 —6,6 7,3 — 13,0 
Borden ® 1952 M 8 26,1 10,9 29,4 
Waisman!” 1952 M 10 24,1 3,6 Ty 
Harper?! 1953 M 13 36,8 5,7 19,9 6,1 
23 — 58 2,5 —10 11-4! 5—5 
Stein? 1954 s 5 27,2 3,8 7,2 8,4 23.6 
25,1 —30,2 3,3 —4,3 6,2 —8,0 6,9—9,5 Bx4— 2 
Huismann !™ 1954 M 2 14,0 4,2 8,6 15,0 
12,0 —17,0 2,0 —6,4 6,6 - 10,0 0-4 
Mc Menamy?’ 1957 P 15 20,9 4,2 Pe 9,2 16,4 
15,4 --27,8 1,5 —6,7 6,1—9,9 5,5 — 12,485 — 21 
Kelley ™ 1957 P 16 + 5 17 
6—10 1 ~3I 
Christensen ?® 1957 s 3 3,4 20,4 7,9 20,1 
31—3:7 | 1736-2176 7,7 —38,0186 — 94 
Miiting?* 1958 P 30 19 8 14 20 
9 —30 5-11 8—24 113-2 
Eigene 1959 P 16 10,8 3,8 a4 88 | 19,2 
7.4-15.5 | 2,8—5,18 1,5 —5,2 6,4 — 10,%,7 — 2 
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ungen der freien Plasma-Aminoséuren in mg/ml. 
aphie. Wenn méglich, wurde jeweils in der oberen Zeile der Mittelwert, in der unteren 
breite der Werte angegeben. 
re \sparagin- Cystin- Glutamin- Bi veo ee 
Aspargin sare Cystein pitts Glyein Histidin Isoleucin 
- — - 14 17 
11-21 12—23 
14,1—17,0 18,0 
8 = 44 11 21 18 
~ p. 12,6 13,5 13,6 
8,7 —-18,6 | 10,2—17,7 | 10,5—16,5 
19,8 23,0 15,9 15,2 
11,5—21,8 11,5—19,8 | 10,3 —22,6 
4,7 13,8 13,4 
8,2 —20,0 9,5 —19,0 11,0 — 20,0 
_ - 14,2 
10,9 yf 
3,3 30,2 8,9 29,1 214 20,0 
12 18—50 0-13 8—54 10 —38 12—42 
o> 3,0 11,8 7,0 15,4 11,5 8,9 
5,4 —6, 0—7,0 10,8 — 12,5 4,3—12,0 | 13,4—17,3 | 7,9—15,8 | 0,9—12,8 
0 8,8 16,0 27,0 74 
52,5 7,0—12,0 | 14,0—18,0 | 24,0—29,0 | 4,2—10,0 
2,95 17,7 13,7 6,55 
0,0 —3,7 10,5—21,8 | 9.3—17,0 | 4,0—10,4 
62 = 7 a = 
45 — 90 4—10 
27,9 1,4 31,9 10,8 7,4 
22,6 — 34,5 8 12-1,5 21,0—43;8 | 9,;1—13;0 6,8 —7,9 
10 ) 13 19 7 
j-15 8—12 5 —20 1$—$1 5~10 
nicht ‘puren 11,1 12,5 9,6 9,1 
achweisbay 7,2—19,8 3,5—7,2 2,6 —15,1 5,7 — 13,5 4,15—17,4 
Phervl- J prolin Serin Threonin Frypto- Tyrosin Valin 
analin 5 phan 
l4 21 29 
9--21 13 —32 25 —37 
20,8 — 21,6 22,3 — 26,7 
19 2s 31 17 13 34 
= 18,5 17 13,9 29 
12,0—27,4 | 6,9—15,0 | 10,5—19,5 | 19,5 
15,6 11,6 20,7 10,0 14,3 30,5 
12,7 —17 9,8 — 16,0 16,1—25,8 | 7,2—14,0 | 10,6—17,3 | 24,6—36,5 
9,9 16,7 27 10,4 27,2 
7,3 — 13,0) 12,0—22,0 | 7,1 -17,0 6,2—14,0 | 22,0—34,0 
10,9 9 4 13,4 - 9,8 
v1 14,1 7,8 9,3 27 
19,9 26,1 13,9 20,6 17,4 13,2 32,0 
11-4 5-57 3 — 20 9— 36 9 —30 9—24 25-42 
8,4 23,6 11,2 5,9 10,3 28,8 
6,9 —9,5 B54 — 33,3 10,1 —12,5 12,1—17,2 8,1—14,5 | 23,7—37,1 
8,6 15,0 - 9,8 25,0 
6,6 — 10,0 B,0—12,0 7,5—11,0 20 —30 
9,2 16,4 8,9 16,1 4,3 12,7 14,9 
5,5 — 12,4015-~ 20,8 11,9 — 20,4 2,9—5,3 5,9 -- 16,3 9,4—18,38 
8 17 10 12 6 11 19 
6—10 Fil -30 7-13 9—18 4—12 8—15 13 —33 
7,9 20,1 15,4 15,7 | 
7,7 —5,9 8.6 — 20,6 13,9—17,2 12,7 —18,5 7,1—8,6 
14 20 2 11 15 11 
8—24 113-29 15—29 6—15 10 —35 7-21 
8,8 19,2 9,5 14,2 10,1 11,8 
10,%,7 — 26,2 7,8 —12,2 11,0—17;0 | 6,5—15,1 | 8,25—17,0 
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Arbeiten herangezogen werden, da die Versuchsserien der meisten in 
unserer Tabelle aufgefiihrten Arbeiten zu klein sind. 

{ine weitgehende Konstanz des Aminosiurespektrums bei ein und 
derselben Versuchsperson, auch bei unterschiedlicher Diat und Unter- 
suchung iiber einen lingeren Zeitraum wurde verschiedentlich beob- 
achtet®7. Wir selbst konnten nur bei vier Versuchspersonen eine Zweit- 
bestimmung nach einigen Tagen bis Monaten durchfiihren. Das Ergebnis 
dieser Versuche ist nicht ganz cinheitlich. Die Schwankungen sind fiir 
manche Aminosiiuren deutlich geringer als die Schwankungen zwischen 
den Werten zweier verschiedener Versuchspersonen. Fiir andere Amino- 
siuren lieB sich diese Tendenz jedoch nicht nachweisen. Das Ergebnis 
bedarf daher einer Vertiefung an einer gréBeren Zahl von Fiillen. 


Da durch unser Verfahren praktisch alle wichtigen im Plasma vor- 
kommenden Aminosiuren erfabt werden, besteht die Méglichkeit, aus 
den Einzelaminosiiuren auch den Gesamt-Aminostickstoff als dic Summe 
des Aminostickstoffs aller freien Plasma-Aminosiuren zu berechnen. 
Wir fanden als wichtigstes Ergebnis eine ganz iiberraschende Uber- 
einstimmung zwischen den Amino-N-Werten unserer verschiedenen Ver- 
suchspersonen. Die Standardabweichung fiir den Gesamt-Amino-N des 
niichtern entnommenen Plasmas verschiedener Versuchspersonen ist 
geringer als die irgendeiner individuellen Aminosiure und liegt noch in 
der Fehlerbreite unserer Methode. Die Erhéhung des Spiegels bestimmter 
Aminosiuren im Plasma mui daher mit der Erniedrigung anderer 
Aminosiiuren einhergehen. Ein Blick in Tab. 3 zeigt, daB dies eindeutig 
der Fall ist. Die Personen H. R., A. P., A. E., F.S. und A.S. haben 
praktisch denselben Aminostickstoffwert, obwohl die Werte fiir Einzel- 
aminosduren um iiber 50°, schwanken. Unterschiedliche Spektren der 
verschiedenen Aminosiiuren wirken sich also nur wenig auf die Héhe des 
Gesamt-Amino-N aus. 

Die sehr wichtige und interessante Frage, ob im Korper der Spiegel 
jeder einzelnen individuellen Aminosiiure oder nur die Summe des 
Amino-N simtlicher freien Plasma-Aminosiuren oder aber beides 
vielleicht mit unterschiedlicher Prizision — durch einen Regelmechanis- 
mus konstant gehalten wird, kann durch solche Untersuchungen einer 
Lésung niiher gebracht werden. Die vorerst noch zu geringe Zahl von 
Fallen gestattet uns leider nicht, diese Frage schon jetzt eindeutig zu 
beantworten. Jedoch spricht die bemerkenswerte Tatsache, dal von 
allen Werten diejenigen fiir den Gesamt-Amino-N am_ wenigsten 
schwanken, dafiir, daB die GréBe dieses Wertes im Koérper am strengsten 
reguliert wird. Durch weitere Untersuchungen miiBte geklirt werden, 
wie sich die Werte fiir den Gesamt-Amino-N und diejenigen fiir die ein- 
zelnen Aminosiiuren verhalten, wenn durch pathologische Mechanismen 
oder durch kiinstliche Zufuhr sich der Spiegel einer oder mehrerer 
Aminosiiuren einseitig verindert und so der Regelmechanismus aus dem 
Cleichgewicht gebracht wird. 
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Die in der Literatur angegebenen Werte fiir den Gesamt-Amino-N 
stimmen ebenfalls viel besser iiberein als die Werte fiir irgendeine der 
Einzelaminosiuren. Die genaueste Bestimmung des Gesamt-Amino-N 
stammt von Hamilton und Van Slyke!. Von Stein und Moore? 
wurde diese Gr6Be iihnlich unserem Vorgehen aus den einzelnen Amino- 
siuren berechnet. Rubinstein und Pryce?’ bestimmten den Gesamt- 
Amino-N der freien Plasma-Aminosiiuren mit Hilfe eines kolorimetrischen 
Verfahrens. Unser Mittelwert von 40,49 ug/ml stimmt sehr genau mit 
den Werten von Stein und Moore? (40,2 ug/ml), von Hamilton und 
Van Slyke? (41 wg/ml) und von Rubinstein und Pryce?’ (45,4 ug/ml) 
iiberein. Saimtliche Angaben fallen noch in die Schwankung unserer 
Werte. 

Den Herren Dr. K. Hannig und Dr. R. Strobel vom Max-Planck-Institut 


fir EiweiB- und Lederforschung Miinchen méchten wir fiir vielfaltigen metho- 
dischen Rat auch an dieser Stelle herzlich danken. 


AuBerdem danken wir der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir eine 
Sachbeihilfe, die uns die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit erméglichte. 


Zusammenfassung 


1. Bei 16 gesunden Versuchspersonen wurden 21 freie Aminosiiuren 
des Blutplasmas nebeneinander quantitativ bestimmt. Damit wurd2n 
alle wichtigen Aminosiiuren vollstindig erfaBt, so daB aus diesen 
Werten der freie Gesamt-Aminostickstoff des Blutplasmas berechnet 
werden konnte. 

2. Es wird gezeigt, daB die Schwankungsbreite fiir die verschiedenen 
Aminosiiuren von Versuchsperson zu Versuchsperson gering ist und etwa 
der Schwankungsbreite anderer physiologisch vorkommender Substanzen 
entspricht. Das Aminosiiurespektrum ein und derselben Versuchsperson 
erweist sich bei mehrmaliger Untersuchung als ziemlich konstant. Dariiber 
hinaus ergibt sich fiir den freien Gesamt-Aminostickstoff des Blutplasmas 
ein fast identischer Wert fiir siimtliche Versuchspersonen. Individuelle 
Unterschiede im Aminosiiurespektrum wirken sich also nicht auf den 
Summenwert des Gesamt-Aminostickstoffs aus. 

3. Die gefundenen Werte fiir die einzelnen Aminosiuren und den 
Gesamt-Amino-N wurden mit den bisher vorliegenden der Literatur ver- 
glichen und weitgehende Ubereinstimmung festgestellt. 


Summary 


1. 21 free amino acids of the blood plasma were quantitatively deter- 
mined for 16 healthy individuals. All the important amino acids were 
included, so it was possible to calculate from the results the total 
free amino-N of the blood plasma. 


27 H.M. Rubinstein u. J. D. Pryce, J. clin. Pathol. 12, 80 [1959]. 
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2. It was shown that the limit of variation for different amino acids 
is small from person to person and corresponds approximately to that 
of other physiologically occurring substances. The amino acid spectrum 
of any one individual is shown to be fairly constant after several deter- 
minations. The total free amino nitrogen of the blood plasma was 
nearly identical for the plasma of all persons investigated. Individual 
differences in the amino acid spectrum have, therefore, no influence on 
the total amino nitrogen. 

3. The values found for the individual amino acids and the total 
amino-N were compared with those reported to date in the literature and 
found to be in close agreement. 


Dr. H. G. Knauff, 1. Medizinische Klinik der Universitat Miinchen, 
Miinchen 15, Ziemssenstr. 1. 
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Uber Wirkungsbedingungen der Leber im Jodstoffwechsel, IV} 
Kinetik der Leberplasma-Dejodase 
Von 
Norbert Hartmann 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Rostock 
Komm. Direktor: Dozent Dr. med. habil. N. Hartmann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25, Mai 1959) 


In einer friiheren Arbeit? konnte nachgewiesen werden, dal im 
mikrosomenfreien Uberstand von Rattenleberhomogenaten eine Plasma- 
dejodase vorkommt, welche Dijodtvrosin zu dejodieren vermag. Ge- 
waschene Mikrosomen zeigten keine Aktivitit. Dieser an der Mikrosomen- 
fraktion erhaltene Befund wurde von Stanburvy® bestiitigt, welcher 
nachwies, daB gewaschene Mikrosomen nicht mehr dejodieren, davegen 
ihre Aktivitét wiedergewinnen, sobald ein hitzestabiler Faktor des Uber- 
standes bzw. TPNH zugesetzt wird. Da durch Ammoniumsulfat- 
Fraktionierung die Leberdejodasen anzureichern sind!, konnte die Kinetik 
der Dejodasen untersucht werden. Um jedoch auszuschlieBen, daB bei 
Untersuchung der Plasmadejodase die Mikrosomendejodase miterfabt 
wurde, muBte eine Methode eingesetzt werden, die eine Abtrennung det 
Mikrosomen auch ohne Ultrazentrifuge erméglicht, da eine solche nicht 
zur Verfiigung stand. Dies gelingt nach Strittmatter und Velick# 
durch Fiillung bei 40 proz. Ammoniumsulfatsiittigung und folgendes Ab- 
schleudein bei 11 000 x g. 

In den eigenen Versuchen konnten somit in einem Homogenat aus Schweine- 
leber mit m/15 Phosphatpuffer, py 8!, nach 40 proz. Ammoniumsulfatsattigung und 
15 Min. Stehenlassen im Eisschrank die Mikrosomen in 15 Min. bei 13 500 « qg 

. . s . ~ / . . 
abzentrifugiert werden. Der Uberstand wurde bis 50° mit Ammoniumsulfat: ge- 
sittigt. Die so zwischen 40proz. und 50proz. Sattigung gefallte Plasmafraktion 
zeigte noch sehr gute Aktivitaét in der Dejodierung (spezifische Aktivitaét von 
0,69 «Mol gebildeten Jodids/mg EiweiB unter den Versuchsbedingungen, was eine 
150fache Anreicherung gegeniiber dem Ausgangshomogenat bedeutet), und wurde 
nach mehrmaligem Umfallen (Waschen) mit Ammoniumsulfatlésungen zur Unter- 
suchung verwendet. Naheres zur Methodik vel. I. c.!. 

Aus Vorversuchen war ermittelt worden, daB die Dejodierung bei 37° bis zu 
6 Stdn. mit konstanter Geschwindigkeit ablauft, spaiter nachlaBt und nach 18 Stdn. 
nur den doppelten 6-Stdn.-Wert erreicht.Zur Bestimmung der Michaelis-Konstanten 
(Km) und der Grenzgeschwindigkeit (Vmax) wurden daher die Ansaitze 6 Stdn. 
bei 37° bebriitet. Sie enthielten: 

1 TIT. Mitteil.: N. Hartmann, diese Z. 308, 157 [1957]. 

2 TI. Mitteil.: N. Hartmann, diese Z. 306, 107 [1956]. 


3 J. B.Stanbury, J. biol. Chemistry 228, 801 [1957]. 
5Y-4 


4 Ph. Strittmatter u.S. F. Velick, J. biol. Chemistry 221, 253 [1956]. 
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20 ml 0,2 m Phosphatpuffer, pH 8,0; 1,75 ml Fermentlésung mit 28,14 mg 
Eiweif8, in m/15 Phosphatpuffer, py 8,0, gelést; 13,86 bis 138,6 «Mol Dijodty- 
rosin in je 10 ml 0,02 n NaOH; 50 mg Natriumpyruvat (in Substanz zuge- 
geben). Endvolumen der Ansitze: 31,75 m/. Endkonzentration an Eiweif: 
0,886 mg/ml. 


Bestimmung der Plasmadejodase-Aktivitét in Abhangigkeit von der Substrat- 
konzentration. Angaben in ~Mol/ml. 














iit att gebildetes Versuchs- 
Jodid zahl 
4,37 0,177 + 0,002 4 
2,18 0,150 + 0,003 6 
1,09 0,124 + 0,005 6 
0,437 0,077 0,007 5 


Das Ergebnis der Untersuchungen zeigt die Tabelle. Bei der gra- 
phischen Auswertung nach Linewaever und Burk® bilden die Punkte 
eine Gerade, welche die Abszisse bei 1,354 x 103 und die Ordinate 
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Kinetik der Leber-Plasma-Dejodase mit Dijodtyrosin. Angaben fiir 6 Stdn. und 
0,886 mg EiweiB/ml. 


bei 4,829 x 10? schneidet (vgl. Abbildung). Auf ein Mol Dejodase (zu 
100 000 g angenommen) und eine Minute umgerechnet, ergibt sich 
Km = 2,3 x 10-! Mol/l;/ vmax = 6,5 x 10-* Mol J°/Min. 
Zum Verzleich seien die Werte von Stanbury fiir Mikrosomen- 
dejodase angegeben. Sie sind ebenfalls auf ein Mol.-Gew. der Dejodase 
von 100 000 und 1 Min. umgerechnet : 


fiir Dijodtyrosin®: Ken = 3; 
) . 


vmax = 4,5 x 1077 
fiir Monojodtyrosin®: Km 5,5 


Umax 10>", 


Wie zu ersehen, liegen die Werte fiir Plasmadejodase und Mikro- 
somendejodase im gleichen Gr6éfenordnungsbereich. 

Zur Bestimmung der Aktivierungsenergie wurden Ansitze bei 
27° und 37° 18 Stdn. bebriitet. 

Die Ansitze enthielten: 20 ml 0,2 m Phosphatpuffer, py 8,0; 35 «Mol Dijodty- 

rosin in 5 ml 0,02 n NaOH; | m/ Fermentlésung mit 96,6 mg EiweiB; 50 mg 

Natriumpyruvat. Endvolumen: 26 ml. - 

> H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
6 J. B.Stanbury u. M. L. Morris, J. biol. Chemistry 2388, L06 [1958]. 
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Als Mittel aus 12 Versuchen ergab sich fiir 27° 1,7 + 0,25 « 10-8 
Mol J°, bei 379 4,5 + 0,85 x 10-& Mol J°. Daraus errechnet sich der 
Qi" Wert? zu 2,644. 

Nach der Gleichung FE = 0,4575 x T, x T. * log Q,, laBt sich 
die Aktivierungsenergie berechnen. Sie betriigt H = 1,8 x 104 cal/Mol. 

An dieser Stelle méchte ich Fraulein Gertrud Lange fiir technische Hilfe 


danken. Der Firma Berlin-Chemie danke ich fiir die Uberlassung von Dijodty- 
rosin. 


Zusammenfassung 


Die Dejodierung von Dijodtyrosin durch angereicherte Plasma- 
dejodase aus Schweineleber wurde kinetisch untersucht. Berechnet 
wurden die Michaelis-Konstante K,, = 2,3 x 10-1, die Grenzgeschwindig- 
keit Umax = 6,5 x 10-7 Mol J°/Min. und die Aktivierungsenergie EZ = 
1,8 x 104 cal/Mol. 

Summary 


The kinetics of the deiodination of diiodotyrosine by purified pig 
liver plasma deiodase have been investigated. The Michaelis constant 
Km = 2.3 10-1, the maximum velocity Umax = 6.5 < 10-7 Mol 1°/min. 
and the activation energy # = 1.8 « 10? cal./Mol. are calculated. 


Dozent Dr. med. habil. Norbert Hartmann, Physiologisch-Chemisches 
Institut der Universitat Rostock, Gertrudenstr. 9. 
7H. Aebi, in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, S. 690; Springer-Verlag, 
Heidelberg 1956. 
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Eine Mikromethode zur Bestimmung von Proteiner 
Von 
Hermann Mattenheimer 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1959) 


Die Bestimmung von Protein mit der Biuretmethode nach W eich- 
selbaum! ist fiir kleine Proteinmengen (unter 200 y/m/ Reaktions- 
ansatz) wegen der geringen Empfindlichkeit der Farbreaktion zu un- 
genau. Wir haben diese Methode zur Proteinbestimmung in Enzym- 
priparaten aus Amoében in einer einfachen Mikromodifikation zwar 
benutzt? (Reaktionsansatz 200 «/ mit wenigstens 11 y Protein) aber nach 
einer empfindlicheren kolorimetrischen Methode gesucht. Nielsen® hat 
kiirzlich iiber eine Methode berichtet, bei der das in der Biuretreaktion 
von Protein gebundene Cu mit Natrium-diithyl-dithiocarbamat (DDTC) 
kolorimetrisch bestimmt wird. Die Methode wird hierdurch etwa 50mal 
empfindlicher. 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber eine Modifikation dieser 
Methode berichtet, die es erlaubt, die Proteinbestimmung in sehr 
kleinen Volumina durchzufiihren. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die kolorimetrische Proteinbestimmung iiber die Bestimmung des 
in der Biuretreaktion gebundenen Cu geht auf Shiff* zuriick. Er ver- 
wendete Cu,(PO,), als Cu-Donator, seine Methode ist aber relativ 
umstindlich. Nielsen*® hat das Verfahren modifiziert und Vorziige in 
der Verwendung von CuSO, gesehen, eine Ansicht, die wir auf Grund 
unserer eigenen Untersuchungen nicht teilen kénnen. Mit CuSO, wird 
die Menge an kolloidal geléstem, iiberschiissigem Cu wesentlich ver- 
gréBert. Nielsen entfernt das kolloidal geléste Cu durch Filtration mit 
einer G,-Fritte. Wir stellten aber fest (Exp. 3), daB bei der Filtration 
nicht nur das kolloidale Cu, sondern auch Biuretkomplex zuriickgehalten 
wird (13%). Wir wissen nicht, ob Nielsen Biuret gleichzeitig gemessen 
hat und ihm dieser Verlust aufzefallen ist. Er fiihrt einen empirischen 





T. E. Weichselbaum, Amer. J. clin. Pathol. 10, 49 [1946]. 
.Mattenheimer u. K. Max-Moller, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, im 


1 

Druck. 
3 
4 


H 
H. Nielsen, Acta chem. scand. 12, 38 [1958]. 
H. Shiff, J. biol. Chemistry 177, 179 [1949]. 
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Frittenfaktor ein, der von Fritte zu Fritte schwankt. Wir haben die Er- 
fahrung gemacht, daf selbst bei der Verwendung immer ein und der- 
selben Fritte, mit griindlicher Reinigung zwischen zwei Filtrationen, 
keine reproduzierbaren Werte erhalten werden kénnen. Fiir uns kam 
es zudem darauf an, von der Filtration unabhingig zu werden, da wir 
die Bestimmung als Ultramikroverfahren fiir kleine Volumina von 
Proteinlésungen, z. B. aus Amdében, verwenden wollten. Wir stellten 
fest, daB mit Cu,(PO,), als Cu-Donator erheblich weniger Cu kolloidal 
in Lésung geht (Exp. 3; Tabelle, Spalte Cu/V). Der Verlust an Biuret- 
komplex bei der Filtration betriigt nur 3% im Vergleich zu 13% bei 
CuSO,. Es ist anzunehmen, daf der héhere Verlust an Biuretkomplex 
bei der Verwendung von CuSO, auf die gréBere Menge an kolloidalem 
Cu zuriickzufiihren ist, welches die Fritte verstopft und Cu-Protein- 
komplex mit zuriickhilt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt. 


Vergleich von CuSO, und Cu,(PO,), als Cu-Donator bei der Biuret- und Cu- 
Bestimmung vor (V) und nach (N) Filtration. 




















Biuret (F; 0/ Cu (Egan) 0 

Ca-Donator = Verlust = Verlust 

Vv N ; V N ; 

CuSO, ... .| 0,242 0,210 13 1,240 0,940 24 
Cu,(PO,4)o . © «| 0,242 0,236 3 1,080 0,970 10 











Die geringe Menge an kolloidal geléstem Cu, die bei der Verwendung 
von Cu;(PO,4). entsteht, 1iBt sich leicht durch den Leerwert eliminieren. 
Bei der groBen Zahl von Eichkurven, die wir aufgenommen haben, ver- 
liefen die Graden nach Abzug des Leerwertes in allen Fallen durch den 
Nullpunkt des Koordinatensystems. Weder bei Verwendung von CuSO, 
noch von Cu,(PO,4), laBt sich iibrigens mit einer G,-Fritte das kolloidal 
geléste Cu vollstindig entfernen. 

Bevor wir Cu,(PO,4), benutzten, haben wir mit einem mit Cu beladenen 
Kationenaustauscher gearbeitet. Hierbei erhielten wir die geringste Bildung von 
kolloidalem Cu, doch stellt sich das Gleichgewicht mit dem Protein erst nach mehr- 
stiindigem Riihren ein, so daB das Verfahren nicht fiir Serienbestimmungen 
empfohlen werden kann. Auch der umgekehrte Weg, kolloidales Cu nachtraglich 
an einen Kationenaustauscher zu binden, ist méglich, aber fiir die Mikroanalyse 
ungeeignet. Es wurde weiter versucht mit trockenem, gepulvertem Cu,(PO,). zu 
arbeiten, doch verlauft auch hierbei die Reaktion zu langsam, so daB wir empfehlen, 
frisch gefalltes, gut ausgewaschenes, feuchtes Cu,(PO,). zu nehmen. Vor Aus- 
trocknung geschiitzt, kann es mehrere Tage verwendet werden. 

Bei der Bestimmung von Cu mit Diithyl-dithiocarbamat fiel uns 
eine recht starke Opaleszenz auf; unsere Eichkurve fiel aber mit der von 
Nielsen zusammen. Die Triibung laBt sich abzentrifugieren, allerdings 
unter Verlust von 70—80%, der Farbintensitit. Am stiirksten war die 
Opaleszenz bei der Cu-Eichkurve, am geringsten bei der Bestimmung 
von Serumprotein, da verschiedene Proteine anscheinend als Schutz- 
14* 
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kolloide fiir den DDTC-Cu-Komplex wirken. Wir setzen daher der 

») ¢ os ij > \ rot] 6 / j j 
Phosphatlosung fiir den Cu-Bestimmungsansatz 0,3% Gummi arabi- 
cum (Lésung C, Expt. 2) zu und erhalten vollkommen klare Lésungen,. 
Bei der Proteinbestimmung in Amében ist dieser Zusatz unumgiinglich. 
Unsere in Abb. 1 angegebene Cu-Eichkurve steigt etwas weniger an als 
die von Nielsen veréffentlichte Kurve. 


jos 





— 
Of} 
hoz. 
Exco 
7 
o2}—1 ra 
4 | I 
i ae ae 20 : 40 
y Cul — y Protein/ml Cu-Gest -Ansat? —— 
Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Cu-Eichkurve; s. Experiment 1. 


Abb. 2. Proteineichkurven. I: Serum (zwei Versuchsreihen, © aufeinanderfallende 
Werte). II: Casein, fallt zusammen mit der Kurve fiir Amébenprotein. 


Aus unseren Versuchen geht hervor, was schon fiir die Biuret- 
methode bekannt war, dab fiir jedes Protein eine besondere Eichkurve 
anzulegen ist. Zur Theorie der Cu-Bindung an Protein s. Gurd et al.°. 
Aus einer bei Shiff4 angegebenen Kurve entnahmen wir, daB 1 g Serum- 
protein 0,145 g Cu?® bindet. Den gleichen Wert finden wir aus unserer 
Serumeichkurve (Abb. 2) in Verbindung mit der Cu-Eichkurve (Abb. 1). 

AnlaBlich von Proteinbestimmungen in Hiihnchenserum, bei denen 
wir zunichst ohne Fallung des Proteins arbeiteten, stellten wir fest, dab 
die Eichkrven progressiv ansteigen. Mit gefalltem Protein der gleichen 
Seren erhielten wir gradlinigen Anstieg. Da Hiihnchen einen Blutzucker- 
gehalt von etwa 200 mg®%, haben, fiihrten wir den Kurvenverlauf auf 
Glucose zuriick und fanden mit einer Glucose-Verdiinnungsreihe (Abb. 3) 
tatsichlich den progressiven Anstieg. Fiir Serum mit einem durch- 
schnittlichen Gehalt von 100 mg°, Glucose ergibt sich demnach, wenn 
man das Protein nicht zuvor ausfillt, ein durch Cu-Bindung an Glucose 
bedingter Wert, der etwa 0,4 g°% Protein entspricht. Es ist daher vorteil- 
haft, die Bestimmungen mit gefalltem Protein durchzufiihren. 


5 FL.R.N.Gurd u. P. E. Wilcox, Advances Protein Chem. 11, 312 [1956]. 
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Nachdem wir gefunden hatten, daB bei Verwendung von Cu,(PO,), 
als Cu-Donator die Filtration durch eine Fritte unnétig wird, war es 
einfach, eine Ultramikrobestimmung aus. 
zuarbeiten, die in Expt. 2 beschrieben 
ist. Die Proteineichkurven (Abb. 2) und 
die Glucosekurve (Abb. 3) wurden mit der 
Mikromodifikation bestimmt. In Makro- 
Kontrollansiitzen wurden in jedem Fall 
identische Werte gefunden. 


Abb. 3. Cu-Bindung durch Glucose; s. Experi- 
ment 5. Verdiinnungen 1:150 und 1:1500. 





mg% Glucose —a— 


Beschreibung der Versuche 
1. Aufnahme einer Cu®®-Hichkurve 

Eichlésung: 15,28 mg CuSO,:5 H,O und 45 mg K-Na-Tartrat werden in 
11 5proz. Na,PO,-Lésung unter Zusatz von 0,39 Gummi arabicum gelést. 1 ml 
dieser Lésung enthalt 3,88 y Cu?®. Zu je 2 mi einer daraus hergestellten Ver- 
diinnungsreihe werden einige Kristalle DDTC gegeben. 15 Min. nach gutem 
Durchmischen wird bei 440 mu im Spektralphotometer oder mit Filter 436 mu 
im Photometer Eppendorf mit 1 em Schichtdicke gemessen (Abb. 1). 


2. Proteinbestimmung 
Reagenzien: 
A. Trichloressigsiure, 10proz. 
B. Na,PO,:12 H,O (p. A. Merck), 5proz. Lésung. 
C. Na,PO,:12 H,O (p. A. Merck), 5proz. Lésung, unter Zusatz von 0,3% 
Gummi arabicum. 

D. Frisch gefalltes und mehrmals mit Wasser ausgewaschenes Cu,(PO,4)o. 

E. Na-Diathyl-dithiocarbamat (DDTC), Merck. 

F. CuSO,:3 H,O (p. A. Merck), etwa 4proz. Lésung (fiir vergleichende Ver- 

suche mit der Technik von Nielsen’). 

Gerate zur Mikrobestimmung: 

Testréhren etwa 30 x 4mm. 

Magnetische Riihrer (Fléhe)®. 

Reduziereinsitze, z. B. aus Plexiglas, die jeweils mehrere Testréhrchen auf- 
nehmen, fiir eine Zentrifuge. Wir verwenden eine fiir die Mikrotestréhrchen 
passende Zentrifuge der Fa. Ole Dich, Brondby Strand, Danemark. 

Konstriktionspipetten®. Fiir Volumina von 0,4—10 yl haben wir auBerdem 
einen leicht herzustellenden Pipettentyp aus Polyathylen entwickelt’?. Von der 





6 K. Linderstrom-Lang u. H. Holter, in E. Bamann u. K. Myrback, 
Methoden der Fermentforschung, G. Thieme Verlag, Leipzig 1941. 
7 H. Mattenheimer, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta, im Druck. 
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Verwendung sog. Blutzuckerpipetten méchten wir ausdriicklich abraten, da sich 


Teilvolumina nicht mit geniigender Genauigkeit pipettieren lassen. I 
a = ° ° = ‘ a . * $s 
Spaltformige Mikrokiivetten mit 1 cm Schichtdicke und etwa 400 yl Fassungs- |, 

vermégen. Die Verwendung dieser Kiivetten macht eine Zusatzeinrichtung fiir ( 

das Photometer notwendig, wie sie von Lowry® fiir das Beckman Spektralphoto- ‘ 
meter angegeben und von uns in eigener Werkstatt fiir das Zeiss-Opton-Gerit | 

sinngemaB hergestellt wurde. Zeiss liefert die neuen Modelle mit eingebauter e 

Mikroeinrichtung, fiir das Photometer Eppendorf ist eine solche ebenfalls erhaltlich. 

Ein kleiner starker Magnet zum Mischen der Lésungen in den Testréhrchen | 
mit Hilfe der Fléhe. 

Riihrvorrichtung fiir mehrere Testrdhrchen; s. Abb. 4. Pg 

a) Makroansatz: Serum wird mit 0,9proz. NaCl-Lésung 1:50 verdiinnt. I 

1 m/ dieser Lésung wird mit 2 ml Trichloressigsiure (A) versetzt und der Nieder- < 

schlag abzentrifugiert. Die Lésung wird dekantiert und am Glas haftende Reste 

werden mit Filterpapier entfernt. Das gefallte Protein wird in 5 ml Lésung B unter 

Abb. 4. Vorrichtung zum gleichzeitigen Riihren von meh- 

reren Mikrotestréhrchen. a) Regelbarer Riihrmotor, b) Glas- Ee 

. ‘ . <t \ 

rohre zur Aufnahme der Testréhrchen, mit Gummistopfen ie \ ‘ 

verschlossen. c) Testréhrchen, enthalten einen Floh und ~@ @ nae 

sollen nicht mehr als zur Halfte gefiillt sein. Rao ea : 
PY 

a f 

Fa 

oo } 








Riihren gelost, und dann wird mit einem Glasstab etwas Cu-Phosphat (D) ein- 
getragen. Nach 45 Min. Riihren wird zentrifugiert und 1 ml der iiberstehenden 
Lésung zu 5 ml Lésung C gegeben (= Cu-Bestimmungsansatz). In diesen Ansatz 
werden einige Kristalle DDTC gegeben, es wird gut durchgemischt und nach 
15 Min. bei 440 my gegen einen Leerwert, der durch gleiche Behandlung der 
Lésung B nur ohne Proteinzusatz erhalten wird, gemessen. Der Leerwert, gegen 
Lésung B gemessen, ist vom jeweils benutzten Cu,(PO,), und von der Temperatur* 
abhangig und bewegt sich zwischen L — 0,100 und 0,150. 


b) Mikroansatz: 20 ul der Serumverdiinnung (z. B. 5 ul Serum + 245 pl } 
0,9proz. NaCl) werden mit 40 ul Trichloressigsiure (A) versetzt, der Niederschlag 
wird abzentrifugiert und die iiberstehende Lésung mit einer fein ausgezogenen | 
Pipette abgesaugt (Wasserstrahlpumpe). Der Niederschlag wird in 100 ul Lésung B 
gelost (einen Floh zugeben und in der in Abb. 4 angegebenen Vorrichtung riihren). 
Mit einer kleinen Schlinge aus Edelstah!draht wird etwas Cu-Phosphat (D) ein- 
getragen und 45 Min. geriihrt. Nachdem der Floh mit Hilfe des Magneten entfernt 
wurde, wird zentrifugiert. Vom Uberstand werden 40 yl zu 200 yl Loésung C 
pipettiert (= Cu-Bestimmungsansatz), dann wird ein Kristall DDTC und ein Floh 
zugegeben, gemischt und nach 15 Min. in einer Mikrokiivette gemessen. Leerwert 
wie unter a). 


8 0. H. Lowry, J. biol. Chemistry 218, 23 [1946]. 








(1959) 
da sich 


ASSUNG'S- 
ung fiir 
ulphoto- 
n-Geriit 
ebauter 
haltlich, 
dhrehen 


rdiinnt. 
Nieder- 
2 Reste 
B unter 


)) ein- 
enden 
insatz 

nach 
g der 
gegen 
raturt 


245 pl 
chlag 
venen 
ing B 
ren). 
) ein- 
fernt 
ng € 
Floh 


"wert 





Bd. 316 (1959) Mikromethode zur Bestimmung von Proteinen 907 


Die Gesamtverdiinnung fiir Serum in den angefiihrten Beispielen betragt 
1:1500. Geringer konzentrierte Proteinlésungen werden mit NaCl-Lésung ent- 
sprechend weniger verdiinnt (s. Eichkurven fiir Casein und Amébenprotein). Die 
unterste Grenze der notwendigen Proteinkonzentration liegt bei 2,5 y Prot./m/ 
Cu-Bestimmungsansatz, oder 0,6 y Prot./240 «al im Mikroansatz. Die mit Trichlor- 
essigsiure gefallte Proteinmenge mu also wenigstens 1,5 7 betragen, die in 100 nl 
Lésung B gelést werden, wovon 40 yl (= 0,6 y Prot.) zur Cu-Bestimmung ge- 
nommen werden. 


Berechnung: 


y Prot./m/ Cu-Bestimmungsansatz x Verdiinnung/10 = mg% Protein, 
z. B. Amébenprotein (Eichkurve Abb. 2). Gemessen wurde HE = 0,530 = 37,4 y 
Prot./ml Cu-Bestimmungsansatz. Die Verdiinnung betrug 1:120. Eingesetzt in 
die Formel ergibt sich: 37,4 « 120/10 = 448 mg% Protein. 


3. Vergleich von CuSO, (Methode von Nielsen*) und Cu,(PQy,), als 
Cu?°-Donator 


Rinderserum wurde, um eine gut meBbare Intensitét der Biuretfarbe zu 
erhalten, fiir diesen Versuch nur 1:25 mit NaCl-Lésung verdiinnt, wie iiblich mit 
Trichloressigsaure gefallt, und der Niederschlag in Lésung B gelést. Je 10 mi dieser 
Lésung wurden mit 2 Tropfen CuSO,-Lésung (F) bzw. mit Cu,(PO,). (D) versetzt 
und 45 Min. geriihrt. Uberschiissiges Cu-Phosphat wurde abzentrifugiert. Je ein 
Teil von den beiden Ansatzen wurde unter leichtem Saugen durch eine G,-Fritte 
filtriert. Biuret und Cu wurden vor (V) und nach (N) Filtration gemessen. Zur 
Cu- Bestimmung wurde 1:12 (anstatt 1:6) verdiinnt, so daB die Gesamtverdiinnung 
wieder 1:1500 betrug (s. Tabelle). 


4. Eichkurven fiir Serumprotein, Casein und Amébenprotein 


Rinderserum wurde wie unter 2. beschrieben behandelt. Von der Lésung 
in Lésung B wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt und der Absolutwert nach 
Kjeldahl bestimmt. Die Gesamtverdiinnung betrug 1: 1500. 

Casein: Eine etwa 4proz. Saéurecaseinlésung wurde wie Serum behandelt. 
Die Gesamtverdiinnung betrug 1:600. 

Amdobenprotein: Aus Amében (Chaos chaos L.) wurde ein waBr. Extrakt 
mit etwa 0,4% Protein hergestellt. 10 ul Extrakt wurden mit 20 ul Trichloressig- 
siure versetzt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und in 200 ul Lésung B 
gelést. Hiervon wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt und weiter wie unter 
2b) beschrieben verfahren. Der Absolutwert wurde nach Kjeldahl bestimmt. Die 
Gesamtverdiinnung betrug 1:120; s. Eichkurven Abb. 2. 


5. Durchfiihrung der Proteinbestimmung mit einer Glucoselésung 


Eine Lésung mit 200 mg Glucose pro 100 ml Wasser wurde mit Lésung B 
1:25 verdiinnt. Hiervon wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt. Mit den ein- 


zelnen Verdiinnungen wurde die unter 2. beschriebene Bestimmung durchgefiihrt. 
Die Gesamtverdiinnung zur Cu-Bestimmung betrug 1:150 (s. Abb. 3). 


Zusammenfassung 


Die Bestimmungsmethode fiir Proteine, bei der das in der Biuret- 
reaktion von Protein gebundene Cu mit Na-Diithyl-dithiocarbamat 
bestimmt wird’, wurde vereinfacht. Fiir eine Ultramikromodifikation 
liegt die unterste Grenze der Proteinmenge, die als trichloressigsiure- 
gefiilltes Protein vorliegen soll, bei 1,5 y. 








Mikromethoce zur Bestimmung von Proteinen Bd. 316 (1959) 


Summary 


A simplification is presented of the protein estimation method), 
in which a determination is made with sodium dicthyl-dithiocarbamate 
of the protein-bound Cu in the biuret reaction. In its most sensitive 
form, the method requires a lower limit of 1.5 ug. trichloracetic acid- 
precipitatable protein. 


Dozent Dr. H. Mattenhevimer, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
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Glucose- und Glucose-6-phosphat-Spiegel in der Leber 
alloxandiabetischer Mause 


Von 
Niels Sénnichsen, Horst Frunder, Hans Bérnig und Giinter Richter 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Greifswald 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1959) 


Herrn Professor Karl Hinsberg zum 65. Geburtstag 


In friitheren Mitteil.1 iiber den Glucose- und Hexosemonophosphat- 
spiegel im Muskel normaler und alloxandiabetischer Miiuse wurde ge- 
zeigt, daB Glucose nur extrazellular vorkommt und intrazellulir nur 
phosphorylierte Hexosen. Bei Alloxandiabetes ist der extrazellulire Ver- 
teilungsraum fiir Glucose, Raffinose und Inulin kleiner als normal und 
der intrazelluliire Hexosemonophosphatspiegel im Vergleich zur extra- 
zelluliren Glucosekonzentration erniedrigt. Insulin normalisiert diese Ab- 
weichungen sehr schnell. Es erhéht weiterhin durch Beschleunigung der 
intrazelluliiren Penetrationsrate den Hexosemonophosphatspiegel. 

In der Leber liegen jedoch andere Verhiiltnisse vor als in der Mus- 
kulatur, denn man findet hier auch intrazellulir freie Glucose?®. 

Zur Nachuntersuchung der’ aus friiheren Gesamtglucosebestim- 
mungen® in der Leber ohne genaue Kenntnis des Extrazellularraumes 
gezogenen Schliisse werden jetzt der Inulinraum und mit enzymatischen 
Methoden Gesamtglucose (freie und phosphorylierte) und Glucose-6- 
phosphat in den Lebern normaler und alloxandiabetischer Miiuse be- 
stimmt. Dies erfolgt vor und nach einer Belastung mit Glucose und mit 
und ohne gleichzeitige Insulingaben. 

Die fiir die fermentativen Gesamtglucose- und Glucose-6-phosphat- 
Bestimmungen in der Leber benutzten Fermentpriiparationen mubten 
hierzu weiter gereinigt werden als bei den friiheren Muskelversuchen'?. 
Denn in der Leber befinden sich mehrere, die Bestimmung stérende 
Substanzen in wesentlich héherer Konzentration als im Muskel. Not- 
wendig und schwierig war insbesondere die fast véllige Abtrennung dec 
Glutathion-Reduktase von der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase. 


1 IX. Mitteil.: H. Frunder, G. Richter, W. Kénig u. H. Bornig, diese Z. 
314, 188 [1959]. 

2 VII. u. VIII. Mitteil.: H. Frunder, G. Richter u. H. Bornig, diese Z. 
318, 55 [1958]; G. Richter, H. Frunder u. H. Bérnig, ebenda $14, 183 [1959]. 

3 VI. Mitteil.: H. Bornig,G. Richteru. H. Frunder, diese Z. 311, 108 [1958]. 
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Methodik* 


a) Darstellung einer hexokinasehaltigen Zwischenfermentprapa - 
ration zur Bestimmung der Gesamtglucose (freie Glucose, G6P uni 
F6P) 

Die Darstellung von etwa 30°, HK-Aktivitat enthaltendem ZwF¥ erfolgt ars 
untergiriger Bierhefe des VEB Brauerei Greifswald nach Horecker und Korn- 
berg! bis Schritt 5, der zweimal wiederholt wird. 

Der Niederschlag der letzten sauren Umkristallisation wird in 50 ml Wasser 
gelost (pH mit einigen Tropfen In NaOH auf 7,0 gebracht) und mit 100 ml Calcium 
phosphatgel (nicht alter als 4 Wochen; 7 mg Trockengewicht/ml Gel) 20 Mim. ge- 
rithrt. Danach wird 5 Min. bei 3000 U/Min. zentrifugiert, der Uberstand verworfen. 
der Niederschlag mit 50 ml 0,18m Phosphatpuffer vom py 6,2 homogenisiert und 
nach 20 Min. erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird mit 50 mg Athylendiamin- 
tetraacetat-diNa (ADTA) und festem Ammoniumsulfat bis 3,3m Endkonz. versetzt 
und steht iiber Nacht. Der gebildete Niederschlag wird dann abzentrifugiert, in 
10 ml 0,25m Glycylglycinpuffer, py 7,6, aufgenommen und lyophilisiert. Di 
ZwF-Praparation enthalt 30°, HK-, 10° PGI- und etwa 0,05% TPNH-Oxydase- 
Aktivitat. Sie ist frei von 6-Phosphogluconsiure-Dehydrogenase. Die Glutathion- 
Reduktase wird durch den letzten Gelschritt bis auf die Gesamtglucosebestimmung 
in der Leber nicht mehr stérende Reste entfernt, ebenso die PMI, soweit nicht melir 
als 5—10 mg Lebergewebe entsprechende AufschluBlésung zur Bestimmung ein- 
gesetzt werden. Die Bestimmung erfolgt nach den Angaben der VIL. Mitteil.~. 
Infolge teilweisen Verlustes an PGI-Aktivitat beim letzten Gelschritt ist bei diesen 
Praparationen ein konstanter Endwert erst etwa 90—120 Min. nach dem Start 
erreicht. Es wird dann neben freier Glucose und G6P auch das gesamte vorhandene 
F6P erfaBt. 

b) Darstellung von hexokinasefreiem Zwischenferment zur Be- 
stimmung von Glucose-6-phosphat 

Aus 300g Trockenhefe, die nach Horecker und Kornberg* bis Schritt 5 
aufgearbeitet werden, erhalt man nach der dritten sauren Umkristallisation eimen 
etwa 300 mg Protein enthaltenden Niederschlag, der in 12 ml Wasser (unter Zusatz 
einiger Tropfen In NaOH bis zur neutralen Reaktion) gelést wird. Die Anreicherung 
von ZwF aus dem Hefeextrakt bis zu diesem Schritt ist 10—15fach, die Ausbeute 
etwa 15% der Anfangsaktivitat. Die weitere Reinigung erfolgt an emer Caleum- 
phosphatgelsaule, die : folgendermafBen hergestellt wird: 70 ml ( ‘alciumphosphatge] 
(nicht alter als 4 Wochen; 7 mg Trockengewicht/ml Gel) werden mit 5,5 g Hyflo- 
Supercel vermischt. Mit _ Mischung wird in 10-ml-Portionen unter maBigem 
Uberdruck (0,3—0,4 atii N,) eine 2 10-cm- Saule gestopft. Sie wird mit 50 m/ 
Wasser gewaschen, dann die Fermentlésung mit Uberdruck (0,5—0,7 ati) auf die 
Saule ge ebrac ht und mit 50 ml Wasser nachgewaschen. Dann wird mit 0,04 a» 
Phosphatpuffer von py 6,2 eluiert, 8 ml Fraktionen gesammelt (je Frakt. 10 Min.) 
und in den Fraktionen die Extinktion bei 280 mu und 1 cm Lichtweg gemessen 
(soll vor jedem Wechsel der Molaritat 9 +r Elutionslésung héchstens 0,3 betragen )- 
Frakt. 7—20 wird mit 0,12m, Frakt. 44 mit 0, 17m, Frakt. 45—55 mit 0,300 
Plnapleipalilier vom px 6,2 eluiert. Die bei den verschiedenen Puffermolaritaten 
gesammelten Fraktionen werden vereint, pro ml Eluat 1 mg ADTA und Ammonium- 








°  Verwendete Abkiirzungen: 


G6P Glucose-6-phosphat 

F6P Fructose-6-phosphat 

ZwF - Ywischenferment oder Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 
HK = Hexokinase 

PGI 6-Phosphoglucose- Isomerase : 

PMI 6-Phosphomannose- Isomerase 


4 A. Kornberg u. B. L. Horecker, in S. P. Colowick u. N.O. Kaplan. 
Methods in Enzymology, Bd.I, 8.323, Academic Press, Inc., New York 1955. 
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sulfat bis 3,3 m Endkonz. zugesetzt und bis zur vollstandigen Lésung des Ammo- 
niumsulfats geriihrt. Nach Stehenlassen iiber Nacht werden die Niedersc hlage ab- 
zentrifugiert, in je 6 ml Wasser gelést und auf Aktivitaét getestet. 
Der aus dem Eluat mit 0,17m Puffer erhaltene und in 6 ml Wasser geléste 
Dea (etwa 30% der auf die Saule gegebenen ZwF-Aktivitat) wird mit 
45 ml Cale iumphosphatgel (7 mg Trockengewic ‘ht/ml Gel; nicht alter als 4 Woe hen) 
verrithrt. Nach 20 Min. wird zentrifugiert, der Uberstand ‘verworfe n, der Riickstand 
zuerst zweimal je 20 Min. mit 25 ml 0,16 und dann zweimal mit 0,18m Phosphat- 
puffer vom py 6,2 eluiert. 
Die beiden 0,16 und 0,18 Eluate werden vereinigt, mit je 50 mg ADTA und 
Ammoniumsulfat bis 3,3m Endkonz. versetzt und iiber Nacht stehengelassen. 
Die beiden Niederschlige werden jetzt abzentrifugiert, in je 6 ml I proz. bis 
pu 7,3—7,6 neutralisierter ADTA-Liésung gelost und zur vollstandigen Entfernung 
der noch vorhandenen Hexokinaseaktivitaét mindestens 30 (bis 60) Min. im Wasser- 
bad auf 46° erhitzt. Dann wird 5 Min. bei 3000 U/Min. zentrifugiert. Die beiden 
klaren Uberstiinde sind, bei —20° aufgehoben, snnltiiaee Monate ohne Aktivitats- 
verlust haltbar. z 
Man findet in diesen beiden Uberstainden zusammen etwa 10% der auf die 
Calciumphosphatgelsaule gegebenen ZwF-Aktivitat wieder. Die spezif. Aktivitat 
des ZwF ist jetzt 300—400fach hoher als im ersten Hefeextrakt. Es ist frei von HK, 
6-Phosphogluconséure- Dehydrogenase, TPNH-Oxydase und PMI*. Es enthalt etwa 
5° PGI und Spuren von Glutathion-Reduktase. Vor Verwendung der ZwF- 
Priparation zur G6P- Bestimmung in der Leber werden folgende Teste durchgefiihrt: 
1. Bestimmung der ZwF-Aktivitat bei 340 mu, 1 em Lichtweg und 
2ml Endvolumen: 
Testansatz: 1,50 ml 0,05m Trispuffer, px 7,6 
0,2 ml 0,lm MgCl, 
0,2. ml G6P-Lésung (etwa 500 y G6P pro ml) 
0,05 ml der ZwF-Praparationen 
Start mit 0,05 m/l TPN-Lésung (5 mg TPN/m/). 


is wird die Zeit gemessen, die fiir eine Zunahme der Extinktion um 0,10 von 
einem in der Nahe der Anfangsextinktion gelegenen Wert bendtigt wird. Die ZwF- 
Priparation wird dann soweit mit Iproz. ADTA- Loésung verdiinnt, dafs 0,05 ml 
der Verdiinnung im angegebenen Testsystem etwa 80 —120 Sek. Laufzeit fiir eine 
Extinktionszunahme von 0,10 haben. Die gleiche Fermentmenge wird auch fir die 
G6P-Bestimmung in der Leber eingesetzt. 

2. Analytischer G6P-Test und Bestimmung der Verunreinigung 
mit Glutathion-Reduktase bei 340 mu, 2cm Lichtweg und 2,6 ml End- 
volumen: 

2,28 ml 0,05m Trispuffer, py 7,6 

0,2 ml 0,1lm MgCl, 

0,02 ml G6P- Lésung (etwa 500 » G6P/ml; der G6P-Gehalt dieser Lésung ist 

im Test mit HK-haltigem ZwF vorher bestimmt nach 
den Angaben der VII. Mitteil.*). 

0,05 ml ZwF 

Start mit 0,05 m TPN-Lésung (5 mg TPN/ml). 

10 y G6P ergeben in diesem Testsystem eine Extinktionsdifferenz von 0,183 
(nach Abzug der im Blindtest auf den TPN-Zusatz erfolgenden Extinktionszunahme 
von 0,02). Der Endwert ist nach etwa 15 Min. bis max. 25 Min. Laufzeit erreicht 
und bleibt fiir wenigstens 60 Min. konstant. Da die TPNH-Oxydase vollstandig 
fehlt, ist auch eine vorherige Durchstrémung mit gewaschenem Bombenstickstoff 
wie bei der friiheren ZwF-Praparation? nicht notwendig. 


* Herrn Prof. Dr. F. Bruns, Diisseldorf, danken wir sehr fiir die Uberlassung 
von Mannose-6-phosphat zur Bestimmung der Mannose-Isomerase-Aktivitat. 
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Nach Einstellung des Endwertes werden 0,05 ml einer ganz frisch bereiteten 
Lésung von oxydiertem Glutathion (5 mg/m/) in die Kiivette gegeben und die GréBe 
des Riicklaufes der Extinktion gemessen. 

Bei dem zu den nachfolgenden Bestimmungen allein verwendeten ZwF (aus 
dem beim letzten Gelschritt mit 0,16 Phosphatpuffer erhaltenen Eluat; aus- 
reichend fiir etwa 200 G6P-Bestimmungen) betrigt die Extinktionsabnahme bis 
25 Min. nach Glutathionziusatz insgesamt 0,002. In dem Ferment, das aus dem mit 
0,18 m Phosphatpuffer erhaltenen Eluat des letzten Gelschrittes gewonnen wird, 
ist die Extinktionsabnahme unter gleichen Bedingungen 0,006. Zu den G6P-Be- 
stimmungen in der Leber werden etwa 0,3 ml Leberextrakt zum Test eingesetzt. 
Diese Menge entspricht etwa 50 mg Lebergewebe und ergibt im G6P-Test eine 
Extinktion von etwa 0,10. Der durch die vorhandenen Glutathionreduktasespuren 
verursachte Fehler liegt daher unter 2°. Denn man kann annehmen, daf die in der 
Leber vorhandene Konzentration an oxydiertem Glutathion sicher kleiner ist als 
500 mg%. 


3. Test auf Mitbestimmung von F6P neben G6P: Das zur Gesamt- 
glucosebestimmung verwendete ZwF (s. unter a) erfaBt neben freier Glucose auch 
G6P und F6P. Bei dem zur G6P-Bestimmung eingesetzten ZwF ist die PGI- 
Aktivitaét nur noch etwa 5% der ZwF-Aktivitaét (berechnet aus den unterschied- 
lichen Laufzeiten bei Einsatz aquimolekularer Mengen G6P oder F6P im Aktivi- 
tatstest). 

Bestimmt man im analytischen Test (s. vorhergehender Abschnitt) mit diesem 
Ferment ein Gemisch aus je 5 y G6P und F6P, so lauft in den ersten 15—20 Min. 
nach dem Start das vorhandene G6P ab. Danach steigt die Extinktion pro 5 Min. 
infolge der geringen PGI-Aktivitéit langdauernd noch weiter um etwa 0,001 bis 
0,002 an. 

Zur Endpunktbestimmung werden nach dem Start Messungen im Abstand 
von 5 Min. vorgenommen. Ist die Extinktion der letzten Messung im Vergleich zur 
vorhergehenden um nicht mehr als 0,001 angestiegen, so wird der letzte Wert als 
Endpunkt benutzt. Er ist in der Regel 15 bis langstens 25 Min. nach dem Start 
erreicht. Bei mehreren Testen mit iquimolare Mengen G6P und F6P enthaltender 
Lésung waren die gefundenen G6P-Werte 10% héher als bei Gegenwart von G6P 
allein. Die in der Leber mit diesem Ferment bestimmten G6P-Werte sind daher 
etwa 10% zu hoch. Sie sind jedoch in den nachfolgenden Tabellen ohne Korrektur 
angegeben. 

4. Berechnung der freien Glucose in der Leber: Mit dem HK-haltigen 
ZwF (s. unter a) erfaBt man neben freier Glucose auch G6P und F6P, mit dem 
HK-freien ZwF (s. unter b) nur G6P. Man kann annehmen, daB in der Leber G6P 
und F6P im Gleichgewichtsgemisch vorhanden sind (etwa 65% G6P und 35% F6P). 
Wird der gefundene, etwas zu hohe G6P-Wert (in y/g Leber) mit dem Faktor 1,4 
multipliziert, so erhalt man etwa die Summe G6P + F6P (in y/g Leber). Die diesem 
Wert entsprechende Glucosemenge ist aber fast identisch mit dem G6P-Wert. Die 
freie Glucose der Leber ist daher in folgender Weise berechnet (alle Werte in 
mg/g Leber): Gesamtglucose — G6P freie Glucose. Die in dieser Berechnung 
liegende Unsicherheit ist vernachlaBigbar klein, da ja die Summe G6P + F6P 
rd. 10% der Gesamtglucosekonzentration ausmacht. 

c) Die GréBe desExtrazellularraumesder Leber wurde mit Inulin nach 
der Skatolmethode von De Carvalho und Pogell® bestimmt. Mit dieser Methode 
erhalt man in der Leber kleine Blindwerte (152 +. 38 (16) y/g Leber), die nur wenigz 
iiber den mit anderen Methoden bestimmten Werten fiir F6P und Fructosedi- 
phosphat liegen.Die Bestimmung der Inulinkonzentration im Blutserum erfolgte 
mit der gleichen Methode. Zur Berechnung des Inulinraumes wird ein Wassergehalt 
der Leber von 76% und des Serums von 94% zu Grunde gelegt. Die pro g Leber 


5 C. A.DeCarvalho u.B. M. Pogell, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam | 
26, 206 [1957]. 
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und ml Serum bestimmten Inulinwerte (in y) werden mit dem Faktor 1,31 bzw. 1,065 
multipliziert, um die Konzentrationen je ml Leber- bzw. Serumwasser zu erhalten. 
Der Inulinraum ist dann = 


Tnulinkonz. pro ml Leberwasser x 100 
Inulinkonz. pro ml Serumwasser 





Der in dieser Weise berechnete Inulinraum wird als extrazellularer Raum der 
Leber (#) angegeben. 

Die freie Glucose in der Leber ist in mg/g bestimmt. Aus diesem Wert kann 
bei Kenntnis der GréBe von EZ in der Leber, in dem gleiche Glucosekonzentrationen 
anzunehmen sind wie im Serumwasser, die intrazellulare Glucosekonzentration 
berechnet werden: 


freie Glucose « 1,31 = freie Glucose im Leberwasser (== CL) 


Glucose im ml Serum » 1,065 Glucose im Serumwasser (== Cs). 


Von der freien Glucose im Leberwasser wird die auf / entfallende und dort 
in gleicher Konzentration wie im Plasmawasser vorhandene Glucose abgezogen. 
Der so erhaltene Wert reprasentiert jetzt aber nicht mehr die Glucose pro ml Leber- 
wasser, sondern die um den extrazellularen Anteil verminderte Menge Leberwasser 
und mu pro ml umgerechnet werden. Die Berechnung der intrazelluliren Leber- 
lucosekonzentration (= Ci) ist nach der aus diesen Uberlegungen abgeleiteten 


v 
5 


Beziehung 
: Cs: EF | 100 
A= (e— ee) ao 
erfolgt. 
Die Ermittlung der im HClO,-Homogenat vorhandenen Lebermenge erfolgte 
durch Tyrosin- + Tryptophanbestimmung nach Folin und Ciocalteu® mit der 


Modifikation von Lowry und Mitarbeitern’. Die Methode wurde mit pL-Tryptophan- 
lésung geeicht und in der ersten Zeit durch parallel laufende Proteinbestimmungen 
mit dem Mikrokjeldahlverfahren gepriift. In den Lebern normaler und diabetischer 
Mause wurde — innerhalb der Streuung iibereinstimmend — pro g eine 35 mg 
Tryptophan entsprechende Extinktion gefunden. 

Alle Konzentrationsangaben an Glucose, G6P und Inulin beziehen sich auf 
eine 35 mg Tryptophanextinktion entsprechende Lebermenge, sind jedoch in den 
Tabellen als Konzentrationen/g Leberfrischgewicht beschrieben. 

Haltung der Versuchstiere, Erzeugung des Alloxandiabetes und Glucose- 
belastung erfolgten nach den Angaben der IV.° und VI.* Mitteil. Fiir die Insulin- 
versuche wurde glucagonfreies Insulin der Farbwerke Hoechst, fiir die Inulin- 
versuche 10proz. Inulinlésung von Boehringer (pyrogenfrei) verwendet. Den Mausen 
wurde im Kihlraum in leichter Athernarkose der Abdominalraum vorsichtig er- 
éffnet, die Leber freigelegt, so rasch wie méglich entfernt und sofort in 3 ml eiskalter 
6 proz. HClO, mit einem Ganzglashomogenisator homogenisiert. Die Zeitdauer vom 
Herausschneiden der Leber bis zum Homogenisieren betrug 6—10 Sek. Die weitere 
Aufarbeitung des Homogenates erfolgte nach den Angaben der VII. Mitteil.*. Der 
Blutzucker wurde in dem nach der Leberentfernung in den Abdominalraum 
flieBenden Blut nach Frank und Kirberger® bestimmt. 


6 Q. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 78, 627 [1927]. 

7 O.H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265 [1951]. 

8 IV. Mitteil.: H. Bornig, K. Stade, H. Frunder u. G. Richter, diese Z. 


310, 232 [1958]. 
9H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 
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Ergebnisse 
I. Inulinraum 
In den Lebern alloxandiabetischer Miuse ist der Inulinverteilungs- 
raum 30 Min. nach Inulininjektion kleiner als normal (P < 0,01). 
Tab. 1. Inulinraum (/) in der Leber normaler und alloxandiabetischer Mause nach 
s.c. Injektion von 0,7 ml 10proz. Inulinlésung (8,5% Glucose enthaltend) ohne 


und mit gleichzeitiger s.c. Injektion von 6 I. E. Insulin/kg (gelést in 0,1 mi). 
xz + s. Zahl der Best. in ( ). Berechnung von Es. Methodik. 

















Niichtern- Min. nach 
Blutzucker Insulin | s. c. Injekt. E 
in mg% von [Inulin 
normal 95 30 24,1 +. 6,6 (34) 
Diabetes 311 + 96 (16) 30 18,4 + 4,5 (16) 
Diabetes 378 + 130 (7) 60 19,8 + 2,4 (7) 
Diabetes 340*+ 82(14) | + 30 22,0 +. 3,8 (14) 


* Blutzucker 30 Min. nach der Insulininjektion 188 + 71 (14). 


Gleichzeitige Gabe von Insulin fiihrt nach 30 Min. bei den dia- 
betischen Tieren zu einer weitgehenden Ncrmalisierung des Inulinraumes 
(P < 0,05 gegeniiber Diabetes ohne Insulin). In der Leber diabetischer 
Tiere liegt also fiir Inulin eine ihnliche Stérung der Gleichgewichts- 
einstellung zwischen Blutplasma und Extrazellularraum vor, wie das in 
vorangehenden Versuchen? im Muskelgewebe nachgewiesen wurde. Ab- 
weichend von Letzte1em ist jedoch in der diabetischen Leber der Inulin- 
raum offenbar durch Insulin zu beeinflussen. Da eine stirkere intra- 
zellulire Penetration von Inulin innerhalb der kurzen Versuchszeiter: 
unwahrscheinlich ist, wurde der Inulinraum dem ExtrazelluJarraum der 
Leber gleichgesetzt und dieser Wert fiir die Berechnung der intrazellu- 
liren Glucosekonzentration benutzt (s. nichster Abschnitt). 


II. Glucose- und G6P-Konzentrationen 


Die Konzentration an Glucose ist bei normalen Tieren im Leber- 
wasser héher als im Plasmawasser. Es besteht also fiir Glucose ein Kon- 
zentrationsgefille von der Leber zum Plasma. Nach Glucoseinjektion 
findet sich bei ansteigender Plasmaglucosekonzentration ein umgekehrtes 
Konzentrationsgefille vom Plasma zur Leber. Diese Ergebnisse stimmen 
iiberein mit den Befunden von Cahill und Mitarbeitern!® und kénnten 
zu dem Schlu8 fiihren, dai im Gegensatz zum Muskel die Glucose- 
abzabe und -aufnahme in der Leberzelle durch Diffusion erfolgt. 

Im intrazelluliren Leberwasser (s. Tab. 2 unter Cj) sinkt die Glucose- 
konzentration nach Glucoseinjektion jedoch unter den vor der Glucose- 
gabe gefundenen Wert ab. Noch niedrigere Werte von C; findet man, 


10 G. F.Cahill, Jr., J. Ashmore, A.S. Earle u. 8. Zottu, Amer. J. Physiol. 
192, 491 [1958]. 
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wenn Glucose zusammen mit einer solchen Menge Insulin injiziert wird, 
da®B der Blutglucosespiegel nicht unter 100 mg®, absinkt. Dann ist (; 
nur etwa 50% des vor der Injektion bestimmten Wertes. Diese Befunde 
sind schwer vereinbar mit der Annahme, da die Leberzellmembran fiir 
Glucose frei permeabel ist. 

Sicher ist in der Leber die intrazelluliire Penetrationsrate im Ver- 
gleich zur Phosphorylierungsrate gréfer als im Muskel. Trotzdem mu3 
aber die Zellmembran fiir den raschen Konzentrationsausgleich der 
Glucose zwischen Plasma und intrazelluliirem Leberwasser einen Wider- 
stand darstellen. Denn ohne diesen kénnen die Konzentrationsunter- 
schiede zwischen Plasma- und Leberwasser nur so erklirt werden, dab 
die Glucose in der Leberzelle rascher verbraucht wird, als sie durch 
Diffusion nachstr6men kann. Diese Méglichkeit ist denkbar bei normalen 
Tieren sowohl nach Glucosegabe allein als auch nach Insulininjektion. 
Aber sie erklirt nicht neuere Beobachtungen", da die Glucoseproduktion 
der Leber sowohl bei Hyperglvkiimie wie auch bei insulininduzierter 
Hypoglykamie normal groB ist. Ohne spezifische Membranfunktionen fiir 
Glucoseeinstrom und -austritt kann man auch nicht das vom Plasma zur 
Leber gerichtete Glucosekonzentrationsgefille bei diabetischen Tieren 
erkliren. Denn diese verbrauchen sicher nicht mehr Glucose in der Leber 
als normale Tiere und geben Glucose an das Blut ab. 

Unter Insulin wird mit Sicherheit die Glucosekonzentration im intra- 
zelluliren Leberwasser erniedrigt. Dies ist in bestimmten Grenzen un- 
abhiingig von der Plasmaglucosekonzentration und nur méglich durch 
einen gesteigerten Glucoseumsatz in der Leberzelle. Da dieser Umsatz 
iiber die Stufe von G6P liuft und die Glucose-6-phosphatase-Aktivitiit 
durch Insulin gehemmt wird, wurden G6P-Bestimmungen durchgefiihrt 
Sie sollten weitere Anhaltspunkte fiir eine Insulinwirkung in der Leber- 
zelle ergeben. Man findet 30 Min. nach einer Glucoseinjektion ein geringes 
Ansteigen von G6P im Vergleich zum Ausgangswert, sowohl bei normalen 
(P < 0,02) als aucn bei diabetischen (P < 0,05) Tieren. Eine deutliche 
Beeinflussung des G6P-Spiegels durch Diabetes oder Insulin — wie im 
Muskel — ist jedoch in der Leber nicht nachweisbar. Unabhangig von 
der zwischen 1 und 6 mg/m/ intrazellulirem Leberwasser schwankenden 
Glucosekonzentration findet man in allen Reihen fiir G6P nur wenig iiber 
oder unter,100 y/g Leber liegende Werte. G6P wird offenbar entsprechend 
seiner Bildungsrate weiter umgesetzt, so da keine deutlichen Konzen- 
trationsinderungen bei veriinderten Bildungsraten nachweisbar sind. 

Der G6P-Spiegel ist weitgehend unabhaingig vom intrazelluliren 
Glucosespiegel. Der intrazelluliire Glucosespiegel ist bei Diabetes héher 
und nach Insulingabe (auch bei normalem Plasmaglucosespiegel) niec- 
driger als normal. Dies ist vereinbar mit der Annahme, daB Insulinmangel 
die intrazelluliire Glucosephosphorylierung hemmt und die Insulinzufuhr 
1 N. Altszuler, A. Dumm, R. Steele, J. B. Bishop, D. T. Armstrong 
u. R. C. de Bodo, Federation Proc. 18, 3 [1959]. 
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sie beschleunigt. Anderungen der Glucosepenetrationsrate, die nicht aus- 
zuschlieBen sind, und der Glucose-6-phosphatase-Aktivitit kénnen den 
intrazellularen Glucosespiegel zwar auch modifizieren; aber ohne einen 
auBerdem wirksamen, durch Insulin aufzuhebenden Block im Reaktions- 
schritt Glucose + G6P sind die Anderungen des intrazelluliiren Glucose- 
spiegels bei wenig verinderlichem G6P-Spiegel in den verschiedenen 
Versuchsreihen nur schwer zu erkliiren. 


Fraulein W. Endler und Frau D. Brennich danken wir sehr fiir fleiBige 
und zuverlassige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Der Inulinverteilungsraum ist in der alloxandiabetischen Leber 
kleiner und wird durch Insulin normalisiert. 

Der Glucosespiegel im intrazelluliren Leberwasser ist bei normalen 
Tieren héher als im Plasmawasser. Nach Glucoseinjektion ist er trotz 
Ansteigen des Plasmaglucosespiegels niedriger als vorher. Bei Diabetes 
ist der intrazelluliire Glucosespiegel héher, nach Insulin niedriger als 
normal. Dies ist innerhalb bestimmter Grenzen unabhiingig von der Héhe 
des Plasmaglucosespiegels. Die Leberzellmembran ist daher nicht vollig 
frei permeabel fiir Glucose. 

Der Glucose-6-phosphat-Spiegel bleibt auch bei groBen Anderungen 
des intrazelluliiren Glucosespiegels weitgehend konstant. Die Glucose- 
phosphorylierung als insulinabhiingige Reaktion in der Leber wird 
diskutiert. 

Summary 


The distribution volume of inulin is low in the alloxan diabetic liver 
and is brought to normal by insulin. 

In normal animals, the glucose level in the intracellular liver water is 
higher than in the plasma water. It is lowered by glucose injection despite 
the corresponding rise in the plasma glucose level. The intracellular 
glucose level is higher than normal in diabetes and lower than normal 
after insulin injection. This is independent, within certain limits, of the 
plasma glucose level. Therefore, the liver cell membrane is not completely 
permeable to glucose. The glucose-6-phosphate level remains very con- 
stant, even when the intracellular glucose level is widely varied. The 
phosphorylation of glucose in the liver is discussed as an insulin-dependent 
reaction. 


Prof. Dr. H. Frunder, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Greifswald, Rubenow-StraBe 3. 
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Vergleich der Eigenschaften von 


gewebseigenen lipolyvtischen Enzymen und des 


Klarungsfaktors bei der Inkubation mit lipamischem Serum 


D. Grafnetter und T. Zemplényi 


Aus dem Institut fiir Kreislaufforschung, Prag-Kré, Tschechosl ;wakei 


Von 


d 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1959) 


Obwohl schon lange bekannt ist, daB auch andere Gewebe als das 
Pankreas und die Leber fettsiiureesterspaltende Enzyme enthalten, so 


z. B. die Lunge!, das Muskelgewebe? u. a., wurde bis zur jiingsten Zeit 


beim Studium des Fettstoffwechsels dem Problem der hydrolytischen 
Spaltung von Fetten nicht geniigend Beachtung geschenkt. Die Frage 
der lipolytischen Aktivitit wurde aktuell, als es sich herausstellte, da% 


es wihrend der nach Heparinverabreichung folgenden ,,Klirungs- 
reaktion® zur Abspaltung von Fettsiuren aus Glyceriden kommt*". 


Diese Fettsiiuren werden dann im Blut als Komplexverbindungen __ , 


mit Proteinen, vor allem mit dem Albumin weitertransportiert ‘>. 
Korn® wies auf die enge Beziehung zwischen dem Postheparin-,,[Kli- 
rungsfaktor’ und der im Acetonextrakt aus Herzgewebe nachgewiesenen 
Lipoproteinlipase hin. Dieses Enzym spaltet native Blutlipoproteine 


sowie kiinstliche Emulsionen von Glyceriden, die vorher mit Normal- | 


serum aktiviert wurden. 


In unseren friiheren Arbeiten, in denen wir uns mit physiologischen 
Problemen des Fettstoffwechsels und der Atherosklerose befabten’’. 


haben wir uns einer relativ einfachen Methode der Gewebslipolyse- 
Untersuchung bedient. Diese bestand darin, daB wir einen feinen Ce- i 
1 A. Hamsik, diese Z. 90, 489 [1914]. | 


M. B. Matlack u. I. W. Tucker, J. biol. Chemistry 132, 663 [1940]. 
3 A. V. Nichols, N. K. Freemann, B. Shore u. L. Rubin, Circulation 6. 


457 [1952]; B. Shore, A. V. Nichols u. N. K. Freemann, Proc. Soc. exp. Biol. 


Med. 88, 216 [1953]. 


4 D.S. Robinson u. J. E. French, Quart. J. exp. Physiol. cognate med. 


Sei. 38, 233 [1953]. 


5 M.I. Grossman, J. Stadler, A.Cushing u. C. Palm, Proc. Soc. exp. 


Biol. Med. 88, 132 [1955]. 


6 EK. D. Korn, Science [Washington] 120, 399 [1954]; E.D. Korn, J. biol. 


Chemistry 215, 1 [1955]. 


? T.Zemplényi u. D.Grafnetter, Brit. J. exp. Pathol. 39,99 [1958]; 
Arch. int. Pharmacodynam. Thérap., im Druck; Ceskoslov. Fysiol. 7, 589 [1958]. 


8 T.Zemplényi, Z.Lojda u. 


286 [1959]. 


D. Grafnetter, Circulation Research 7, 
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websbrei aus dem gegebenen Gewebe moglichst schnell zubereiteten und 
diesen mit menschlichem lypimischem Serum inkubierten; als Mai} der 
lipolytischen Aktivitaét des Enzymsystems diente uns dabei die Menge 
aus dem Substrat freigewordener unveresterter Fettsiuren. 

Der Zweck der vorliegenden Mitteilung ist eine nihere Untersuchung 
dieses enzymatischen Systems und dessen Vergleich mit den Eigen- 
schaften des ,,Klirungsfaktors‘‘ bzw. der Lipoproteinlipase. 


Methodik 


Inkubation: Das frisch entnommene Rattengewebe (weiBe Wistar-Ratten, 
mit Larsen-Diat gefiittert, Durchschnittsgewicht 200g) wurde in eisgekiihlter 
physiologischer Lésung gespiilt, mit Filterpapier abgetupft und mit einer Rasier- 
klinge auf einer Glasunterlage zu feinstem Brei zerhackt. Abgewogene Mengen 
(im Bereich von 100—110 mg) dieses Breies wurden bei 37° unter stetem Schiitteln 
90 Min. mit 3 m7 Substrat inkubiert. 

Zur Bestimmung der lipolytischen Aktivitat wurde dem Ansatz am 
Anfang und am Ende des Versuchs jeweils 1 m/ entnommen und die unveresterten 
Fettsauren nach Dole® mit Nilblau als Indikator bestimmt. Die Ergebnisse sind 
als «Mol freigesetzter Fettsiure angegeben. Die Methode wurde mit Hilfe von 
Natriumoleat-Lésungen. (Merck) geeicht. In manchen Fallen wurde ein etwa 
10proz. Gewebshomogenat (Potter-Elvehjem-Homogenisator) verwendet. 

Als Substrate wurden einerseits lipamisches Menschenserum, andererseits 
Olivendlemulsionen mit Tween 80 (einem wasserléslichen Ester aus Olsaiure und 
Polysorbit) verwendet. Das lipamische Blut wurde 2! Stdn. nach der Verab- 
reichung von 300g Schlagsahne erhalten. Das daraus hergestellte Serum wurde 
mit m/15 Sérensen-Phosphatpuffer, pH 7,38, im Verhaltnis 1:1 verdiinnt. Die 
Zusammensetzung einzelner kiinstlicher Emulsionen, die als Substrate verwendet 
wurden, zeigt Tab. 1. Alle wurden durch Verdiinnen konzentrieterer Stamm- 
lésungen mit der angefiihrten Pufferlésung mindestens im Verhiltnis 1:1 erhalten. 
AuBerdem benutzten wir als Substrat eine 2,5proz. Losung von Tween 60 (Ester 
aus Stearinsaure und Polysorbit) in m/15 Phosphatpuffer, pH 7,8, die 1% Serum- 
albumin enthielt. Beim Vergleich der Hydrolyse von lipamischem Serum mit der 
Hydrolyse von Tween 60 wurde in beiden Fallen Phosphatpuffer von py 7.8 
benutzt. 

Von den Inhibitoren wurden Stammlésungen mit dest. Wasser hergestellt ; 
sie wurden jeweils mit dem Substrat und Phosphatpuffer in solchem Verhaltnis 
vermischt, daB Kapazitat des Puffersystems und Substratkonzentration dadurch 
nicht herabgesetzt werden konnten. 

Das klarungsaktive Serum wurde von gesunden Personen 15 Min. nach 
einer intravenésen Injektion von 50mg Heparin (Novo) erhalten. In einigen 
Fallen wurde mit teilweise gereinigtem Klarungsfaktor! gearbeitet, so daB in 
das Inkubationsmedium keine unveresterten Fettsiuren eingefiihrt wurden. 


Ergebnisse und Diskussion 


Das po-Optimum der lipolytischen Spaltung von lipimischem 
Serum durch Herzmuskelgewebe liegt bei 7,0—7,5 (Abb. 1). Dieser 
Wert stimmt mit dem pa-Optimum des Klirungsfaktors, wie er z. B. 
von Robinson et al.’ beschrieben wurde, gut iiberein. 


® V. P. Dole, J. clin. Invest. 35, 150 [1956]. 
10 E. Nikkila, Scand. J. Clin. Lab. Invest. 5, Suppl. 8, 5 [1953]. 
15* 
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Der Verlauf der Lipolyse von lipimi- 

schem Serum wihrend der Inkubation mit 

j Herz-, Leber- und Lungengewebe ist bei 

A * 7 t unseren Versuchsbedingungen — ungefiihr 
wihrend der ersten 90 Min. linear. ir 

4 ] 1d ten 90 Min. linear. W 
fanden ferner, daB die Menge der frei- 
gesetzten Fettsiuren der Gewebebreimenge 


6: x bis zu 200 mg direkt proportional ist. | 
\ Wie Tab.1 zeigt, eignen sich ver- | 
’  schiedene kiinstlich hergestellte Emulsionen | 


zwar als Substrat fiir Leberhomogenat, nicht 
d | aber fiir Herzgewebebrei. Hingegen wird 
lipiimisches Serum weit besser durch Herz- 
| als durch Lebergewebe gespalten. Tween 60 
nimmt unter den fiir lipolytische Zwecke 
beniitzten Substraten eine Sonderstellung 
f B ein; es wurde von anderen Autoren!! zur 

Untersuchung der Postheparinesterase_be- , 
Abb. 1. pu-Abhangigkeit der nutzt. Wir fanden bei der Inkubation von 
Lipolyse von lipamischem Se- Tween 60 mit Herzgewebe weitgehende 
rum durch Herzgewebe. Spaltung. Im Vergleich mit der Spaltung 
von lipimischem Serum besteht jedoch ein 
prinzipieller Unterschied: Die lipolytische Spaltung des Substrates 
durch Lebergewebe ist etwa 7mal hoher als die durch gleiche Mengen 


Tab. 1. Lipolytische Spaltung verschiedener Substrate durch Gewebehomogenate. 
Angaben in yMol freigesetzte Fettsiuren/g Frischgewebe. 














Substrat Herz Leber 
Emulsion I. 
1% Olivenél, 0,025% Natriumoleat. ..... . 0,32 6,60 
Emulsion II. 
1% Olivendl, 0,025% Natriumoleat, 1,25°,, Normal- 
RRMA eat eet gs ah Gs es is oh So tea 1,88 3,60 
Emulsion III. 
1% Olivenédl, 0,15% Tween 80 ........ 2,28 3,42 
Lipamisched Serum. ......:%.-.0-, 30,66 12,26 


Herzgewebe (Abb. 2). Hingegen ist die lipolytische Aktivitit von 
Lebergewebe gegen lipiimisches Serum als Substrat etwa um die Halfte 
niedriger als die des Herzgewebes. Man kann schon daraus den Schlub 
ziehen, das Tween 60 als Substrat besser fiir die Untersuchung von 
Esterasen vom Leberesteraset ypus, als fiir das Herzgewebeenzym vom 


Lipoproteinasetypus geeignet ist. ‘ ( 
"1S. Katz, J. appl. Physiol. 10, 519 [1957]; J. Pav., Z. Placer u. 


Z. Roubal, Casopis Lékarti Cesk¥ch. 97, 621 [1958]. 
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eg Als charakteristische Hemmstoffe 
a fiir den postheparinen Klirungsfaktor gel- A 5», 
at bei ten Protaminsulfat, Natriumchlorid und } » | 
gefalir die Salze der Gallensiiuren®!2:13, Aus die- — ~ gq. 
Wir | sem Grunde wurde die lipolytische Wirkung 
Y frei- von verschiedenen Geweben in Anwesen- 500-4 
ee heit der genannten und auch weiterer In- 
. | hibitoren untersucht, und zwar unter be- 4004 
} ver-"\ sonderer Beriicksichtigung der Inhibitor- 
sionen | konzentration und der Substratspezifizitit 300; 
snicht ~~ (Tab. 2 und 3). 
_ wird 2004 
Herz- 
en 60 Abb. 2. Die Substratabhangigkeit der Lipolyse. ‘el i | 
wecke Die Herzaktivitat (schwarze Saulen) ist gleich 
ellung 100% gesetzt. Leere Siulen: Leberaktivitat. "| Fween-60 —_Lipam Serum 
1 zur 
se be- Tab. 2. Hemmung der lipolytischen Spaitung von lipimischem Serum durch 
n von Gewebsenzyme und Klarungsfaktor. 
hende 
ultung , °> Hemmung 
ch ein Inhibitor ial H Gewebe-| .-- Klarungs- 
keates erz | Leber | Lunge fett Niere faktor 
noe 
engen 0,50m 91 63 88 
ieee Natriumchlorid . 1,00m 94 78 74 81 87 9] 
° ; 1,50m 88 76 89 
0,63 mg/ml 0 A* 4 
i Protaminsulfat . 1,25 mg/ml 22" 8 
2,50 mg/ml 47 31 
5,00 mg/ml 79 23 61 58 74 87 
60 = ' 0,002m 17 0 5 
} Natriumfluorid . | 0,020m 14 3 18 
0,200m 69 18 35 
60 Natrium- 0,0005m 13 A* 6 | 
glykocholat . | 0,0050m 71 31 84 
42 Chininsulfat . . | 0,0001m A*8 3 A* ] 
rs 0,0010m 34 16 A* 10 
a Physostigmin. . | 0,25 mg/ml 19 20 3d 
) Heparin... . | 0,78-10-4m 18 26 34 
_ = Aktivierung. 
Ailfte 
chluB Wurde lipiimisches Serum als Substrat beniitzt (Tab. 2), so war das 
, von AusmaB der Hemmung durch Natriumchlorid, Protaminsulfat und 
ore 2 —.D. Korn u. Th. W. Quigley, jr., Biochim. biophysica Acta [Amster- 


dam] 18, 143 [1955]; E. D. Korn, J. biol. Chemistry 215, 15 [1955]. 
13 ( Hollett u. H.C.Meng, Amer. J. Physiol. 184,428 [1956]; D. K. 
ror U. Myers, A. Schotte u. B. Mendel, Biochem. J. 60, 481 [1955]; S. W. Lewy u. 
R. L. Swank, J. Physiology 127, 297 [1955]. 
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Tab. 3. Vergleich der Lipolysehemmung von lipimischem Serum und Tween 60. 


























°% Hemmung 
Inhibitor Konzen- Tw : ee aie See 3 ee 7 
tration ween 60 |Lipam.Serum; Tween 60 |Lipim.Serum 
Herz + Herz + Klarungsf. | + Klarungsf. 
Natriumchlorid . lm 39 | 94 80 91 
Protaminsulfat .| 4 mg/ml 58 79 0 87 
Natriumfluorid . | 0,02m 63 | 14 40 28 
Natriumcholat .| 0,005m l | 71 A* 10 96 
Chininsulfat . . | 0,0001m 17 | 8 62 14 
- A Aktivierung. 


Natriumglykocholat bei Herzgewebe und Klirungsfaktor praktisch 
gleich groB. Durch Chininsulfat und Natriumfluorid werden beide 
Systeme nur wenig gehemmt. Im Gegensatz dazu wird die Lipolyse von 
lipiimischem Serum durch Lebergewebe in Anwesenheit von Protamin- 
sulfat und Glykocholat nur wenig gehemmt. Auf Grund dieser Befunde 
kann man schlieBen, daB das lipolytische System des Herzgewebes und 
der Klirungsfaktor zwei verwandte, wenn nicht identische Enzyme 
sind, wiihrend die Lipolyse durch Lebergewebe durch ein davon ver- 
schiedenes System bewirkt wird. 

Wird Tween 60 als Substrat fiir die Lipolyse durch Herzgewebe 
angewendet, so verliuft die Hemmung ganz anders (Tab. 3). So wird 
z. B. die Spaltung von Tween 60 im Vergleich zu lipimischem Serum 
durch Im Natriumchlorid nur wenig gehemmt. Durch Natriumcholat 
wird die Hydrolyse von Tween 60 nicht inhibiert, wihrend der genannte 
Stoff die Lipolyse des lipimischen Serums weitgehend hemmt. Auch die 
Wirkung des Klairungsfaktors gegen Tween 60 und lipimisches Serum 
ist deutlich verschieden, denn die Hydrolyse von Tween 60 wird weder 
durch Protaminsulfat noch durch Natriumcholat gehemmt. Hingegen 
wird die Spaltung von Tween 60 durch Chininsulfat (welches die lipo- 
lytische Spaltung von lipimischem Serum durch das genannte Enzym 
nur wenig beeintrichtigt) weitgehend gehemmt. 

2s ist ersichtlich, daB die hydrolytische Spaltung von Tween 60 
einerseits und vom lipiimischen Serum andererseits durch den Klarungs- 
faktor aus ‘Postheparinserum oder durch Gewebehomogenate von den 
erwihnten Inhibitoren in verschiedener Weise beeinfluBt werden. Wir 
konnten ebenfalls einen Unterschied der enzymatischen Spaltung der 
genannten Substrate durch Herz- und Lebergewebe beweisen (Abb. 2). 
Daraus kann geschlossen werden, dafi bei Anwendung von Tween 60) 
als Substrat ein lipolytisches System untersucht wird, dessen Eigen- 
schaften von jenen des Postheparin-Klirungsfaktors oder von jenen des 
, lipoproteinolytischen® Systems, das wir im Herz und anderen Organen 
untersucht haben” §, verschieden sind. Hingegen ist das gewebseigene 
Enzymsystem, das bei Anwendung von lipiimischem Serum als Substrat 
untersucht wird, der von Korn® aus Herz- und Fettgewebe isolierten 
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lipoproteinlipase ihnlich. Eine derartige lipolytische Aktivitiit wurde 
yon uns auch in anderen Geweben nachgewiesen, besonders in Lunge 
und Niere’. 

Aus unseren Ergebnissen kann geschlossen werden, da} Tween 60 
als Substrat fiir die Untersuchung des Postheparinklirungsfaktors 
nicht geeignet ist. 


Ss 


Zusammenfassung 


Die lipolytische Aktivitét verschiedener Rattengewebe und des 
Postheparinklirungsfaktors bei Inkubation mit lipimischem Human- 
serum oder verschiedenen kiinstlich hergestellten Emulsionen wurde 
untersucht. Der Vergleich von py-Abhingigkeit, Substratspezifitait und 
Hemmbarkeit durch verschiedene Inhibitoren zeigt fiir das lipolytische 
System des Herzgewebes und den Klirungsfaktor gleiche Eigenschaften, 
wihrend das Enzym der Leber davon verschieden ist. Tween 60 ist als 
Substrat zur Untersuchung des Postheparinklirungsfaktors ungeeignet. 


Summary 

The lipolytic activity of different rat tissues and of the post heparin 
clearing factor on incubation with lipaemic human serum or different 
artificially prepared emulsions was investigated. Comparison of pu- 
dependency, substrate specificity and the actions of various inhibitors 
gives the same properties for both the lipolytic system of myocardium 
and clearing factor, whereas the enzyme of liver is different. Tween 60 
is unsuited as substrate for the investigation of the post heparin clearing 
factor. 


Ing. D.Grafnetter, Institut fiir. Kreislaufforschung, Prag-Kré, 
Budéjovicka 800, Tschechoslowaket. 
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Der Stoffwechsel von Barbiturséiure-Derivaten, IP 
Der Stoffwechsel des Phanodorms in der Ratte? 
Von 
St. Goldschmidt und Fr. W. Koss* 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juni 1959) 


Die ersten Untersuchungen iiber das Schicksal des Phanodorms 
(5-Athyl-5-[4!-cyclohexenyl]]-barbitursiure) im Organismus gehen auf 
K6énig und Kluge? zuriick. Sie konnten in Versuchen, die nicht niiher 
beschrieben wurden, unverindertes Phanodorm im Urin nachweisen. 
Kaiser! konnte diese Angaben nach Zufuhr beschrinkter Mengen 
Phanodorm nicht bestitigen. Fret wurst, Halberkann und Reiche® 
zeigten 1932 durch klinische Versuche, daf bei intravenéser und sub- 
kutaner Injektion von Phanodorm nur ein geringer Teil (2,5—5°%) un- 
veriindert wieder mit dem Harn ausgeschieden wird. Daneben konnten 
sie aus dem Harn einen Metaboliten vom Schmp. 220—222° isolieren 
(C,.H,,N,O,). Die Autoren vermuteten, daB das Stoffwechselprodukt 
die Struktur einer Keto-cyclohexenyl-barbitursiure habe. Die Menge 
des Abbauproduktes soll 12—20°, des zugefiihrten Phanodorms be- 
tragen. Die restlichen 75—80°, sollen entweder vollstindig abgebaut 
oder in niedrigere Metaboliten umgewandelt werden, die noch nicht 
nachgewiesen oder isoliert werden konnten. Bei neueren Untersuchungen 
iiber den Stoffwechsel des Phandorms wurde von Tsukamoto und 
Mitarbeitern® das Keto-Derivat als einziges Abbauprodukt zu 44°, 
gefunden. Es entstand auch bei der enzymatischen Oxydation mit Leber- 
schnitten. Das Ziel unserer Untersuchungen war es, den Verbleib der 
Substanz mit Hilfe von Phanodorm-[{2-C] zu kliren. 


* Dissertat. Fr. W. Koss, Techn. Hochschule, Miinchen 1959. 

1 |. Mitteil.: St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, diese 
Z. 292, 125 [1953]; II. Mitteil.: St. Goldschmidt u. R. Wehr, ebenda 301, 107 
[1955]. 

2 Vorlaufige Mitteil.: St. Goldschmidt u. Fr.W. Koss, Z. Naturforsch. 14b, 
68 [1959]. 

3 W. Konig u. H. Kluge, Chemiker-Ztg. 54, 451 [1930]. 

4H. Kaiser, Siiddtsch. Apotheker-Ztg. 9, 57 [1932]. 

> F. Fretwurst,J. Halberkannu. F. Reiche, Miinchener med. Wschr. 79, 
1429 [1932]. 

6 H. Tsukamoto, E. Takabatake u. H. Yoshimura, Pharmac. Bull. 
[Tokyo] 2, 201 [1954]; H. Tsukamoto, H. Yoshimura u. S. Toki, ebenda 3, 
239 [1955]; H. Tsukamoto u. E. Takabatake, ebenda 8, 397 [1955]; H. Tsu- 
kamoto, E. Takabatake u. T. Ariyoshi, ebenda 3, 459 [1955]; E. Taka- 
batake, ebenda 5, 261, 266 [1957]. 
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Methoden 


Phanodorm-[2-4C] (9,5898-10® Imp./Min./mMol), gelést in der aquiva- 
lenten Menge 0,05n NaOH, wurde mannlichen Albinoratten eines Inzuchtstammes 
in Mengen von 200 mg/kg mittels einer Schlundsonde zugefiihrt. Die Ausschei- 
dungsgeschwindigkeit von radioaktiven Umwandlungsprodukten wurde durch 
direkte Auszihlung des Kots und Urins unter Beriicksichtigung der Strahlen- 
absorption bzw. nach Uberfiihren der Exkremente in BaC'O, mit Endfenster- und 
MethandurchfluB-Zahlrohren verfolgt. 

Die Auftrennung des ausgeschiedenen Metabolitengemisches wurde durch 
Papierchromatographie mit verschiedenen war. Phasen (s. Legende zu 
Tab. 3) erreicht. Die Strukturaufklarung der einzelnen Metaboliten griindete sich 
auf den Vergleich der Ry-Werte der aus dem Phanodorm entstandenen Stoff- 
wechselprodukte mit synthetisch hergestellten Vergleichssubstanzen, auf den 
Vergleich der Absorptionsspektren und auf den radioaktiven Verdiinnungsversuch. 
In einigen Fallen sprechen die im Mikromafstab durchfiihrbaren Reaktionen fiir 
die angegebenen Strukturen. 


Ergebnisse 
1. Ausscheidung der eingesetzten Radioaktivitit 


a) Verteilung der Radioaktivitait auf die Exkremente: 

An Ratten, die 24 Stdn. vor dem Versuch das letzte Futter bekommen hatten, 
wurden 25 mg Phanodorm-[2-"C] per os verabreicht. AnschlieBend wurden die 
Tiere ad libitum gefiittert. Der gesamte, in den darauffolgenden 70 Stdn. aus- 
geschiedene Kot und Urin wurde gesammelt, getrocknet und anschlieBend durch 
nasse Verbrennung’ in BaCO, iibergefiihrt. Die Atemluft der Versuchstiere wurde 
24 Stdn. lang durch Natronlauge geleitet, aus der mit BaCl,-Lésung BaCO, aus- 
gefallt wurde. 

Die Verteilung der Radioaktivitit auf die Exkremente geht aus 
Tab. 1 hervor. Der Hauptanteil der Radioaktivitat wird demnach im 
Urin und Kot ausgeschieden. Nach 70 Stdn. ist die Ausscheidung 
waktisch vollstindig. Nach 24 Stdn. ist in der Atemluft keine Radio- 
| £ 


aktivitit mehr nachweisbar. 


Tab. 1. 














Imp./Min. % 
25mg Phanodorm nach Verbrennen Sere re 1009700 100,0 
Gesamter Urin (70 Stdn.) nach Verbrennen ... . 910097 90,1 
Gesamter Kot (70 Stdn.) nach Verbrennen. . .. . 89980 8,9 
BaCO, aus Atemluft (24Stdn.).......... 1690 0,2 


b) Ausscheidungsgeschwindigkeit: Phanodorm wird nach 
Verabreichung per os sehr schnell resorbiert. Bereits nach 2 Stdn. laBt 
sich Radioaktivitait im Harn nachweisen. Die Ausscheidungsgeschwindig- 
keit gibt Tab. 2 wieder. 


7M.Calvin, C. Heidelberger, J.C. Reid, B.M. Tolbert u. P.E. 
Yankwich, Isotopic Carbon, John Wiley & Sons, Inc. New York; Chapman & 
Hall, limited, London 1949. 
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Tab. 2. 





Zeit (Stdn.) | 2,0 | 3,5 | 7.5 19,5 | 24,0 | 27,5 | 32,0 | 45,5 | 48,0 52,0 | 70,0 | 90.0 











85.8 











Ausgesch. ee ee er [rae | . 
re 0 4 0 5,9 | 80,€ 
Aktivitat(%) of 6, 7; in | ) 





00,3 | 97. lors 98,3 | 98,7 | 99,7 





Die Versuchstiere wurden nach 90 Stdn. getétet, in toto homogenisiert und 
das Homogenat kontinuierlich mit Ather extrahiert. Weder im Atherextrakt noch 
im waBrigen Riickstand war Radioaktivitaét nachweisbar. 


ec) Auftrennung des im Urin und Kot ausgeschiedenen 
Metabolitengemisches: Der Urin und das Eluat des Kots mit 
Wasser wurden auf Papier eindimensional absteigend chromatogra- 
phiert. Dabei wurden 6 radioaktive Stoffwechselprodukte beobachtet. 


Tab. 3. Papierchromatographische Auftrennung des im Urin und Kot ausge- 

schiedenen Metabolitengemischs nach oraler Gabe von Phanodorm-[2-“C] an 

Ratten. Lésungsmittelgemische: A — n-Butanol/5n Ammoniak 1:1; B = n-Bu- 

tanol/Ameisensaure/Wasser 10:1:9; C = n-Butanol/Dimethylformamid/ Wasser 
5:1:4. Papier: Schleicher & Schill, 2043b. 








Stoffwechsel- Ry-Wert im Lésungsmittelgemisch % der verabreichten 
produkt A ae Radioaktivitat 
ie ss. 3 0,01—0,03 0,20 0,10 1,0— 2,5 
Le 0,01—0,03 0,59 0,12 ia — 17 

| ee 0,11 0,63 0,28 8,6— 9,3 
eS. 0,24 0,78 0,80 73,4—73,9 

| <n 0,32 0,78 0,66 12,1—12,7 
See eae 0,67 0,98 0,90 0,0— 1,5 








Die quantitative Verteilung der Radioaktivitaét auf die einzelnen 
Metaboliten erméglichte eine quantitative Bestimmung der Stoffwechsel- 
produkte unter der Annahme, dal} diese dieselbe spezif. Aktivitit wie 
das eingesetzte Phanodorm besitzen. Die prozentualen Anteile, die auf 
jeden Metaboliten entfallen, wurden auf die nach 70 Stdn. im Urin und 
Kot ausgeschiedene Aktivitiit bezogen. Dabei war es erforderlich, dab 
der Urin frisch chromatographiert wurde, da bei lingerem Aufbewahren 
weitere Produkte auftraten. So ging nach einiger Zeit Ia in eine Substanz 
iiber, die auf Grund ihrer Ry-Werte (A: 0,24; B: 0,40; C: 0,46) als 
Harnstof#é erkannt werden konnte. II ging beim Stehenlassen an der 
Luft in eine Substanz mit folgenden Ry-Werten tiber: 0,07 (A), 0,45 (B) 
und 0,54 (C). Bei langem Stehenlassen des Urins ging auch IIT in II iiber. 
V trat nur in einigen Urinproben auf. 

d) Ausscheidungsgeschwindigkeit der einzelnen Meta- 
boliten: Einer minnlichen Ratte wurden 25 mg Phanodorm oral zu- 
gefiihrt. Der ausgeschiedene Urin wurde bis zur angegebenen Versuchs- 
zeit gesammelt und anschlieBend chromatographiert. Aus der Radio- 
aktivitit der einzelnen Flecken auf dem Chromatogramm ergab sich 
unter der Annahme gleicher spezif. Aktivitit die in der Abbildung ein- 
gezeichnete Zusammensetzung. Man erkennt daraus, daB die weniger 
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Abb. 1. Ausscheidung der ein- 
zelnen Stoffwechselprodukte 
im Urin nach oraler Gabe von 


ausgeschiedene Axtivitat [ 











Phanodorm-[2-!4C]. 


wasserléslichen Metaboliten — das sind die mit groBem Ry-Wert 
anfangs schnell ausgeschieden werden, daB die wasserléslichen in den 
ersten Stunden nur in geringen Konzentrationen auftreten. 


2. Identifizierung der einzelnen Metaboliten 
Die Reihenfolge der Beschreibung der Stoffwechselprodukte ent- 
spricht der Reihenfolge unserer Untersuchungen. Mit der Beschreibung 
der Strukturaufklirung werden gleichzeitig chemische Eigenschaften 
und pharmakologisches Verhalten angefiihrt. 


Metabolit III 


a) Isolierung: Der 40-Stdn.-Urin von Ratten, die Phanodorm erhalten 
hatten, wurde mit Salzsiure auf pH 5,0 gebracht und mit Ather kontinuierlich 
extrahiert. Der Riickstand der atherischen Lésung wurde aus Wasser mit Aktiv- 
kohle umkristallisiert. Farblose Tafeln vom Schmp. 222°. 


CoH, 4N.O, (259,2) Ber. (57,59 H5,64 N 11,20 

Gef. C 57,58 H5,56 N 11,00 

b) Struktur: Fiir diese Verbindung wurde von Tsukamoto® die 
Struktur einer 5-Athyl-5-[3’-oxo-A!-cyclohexenyl]-barbitursiure (ITT) 
vorgeschlagen. Durch Uberfiihren der Verbindung in m-Hydroxy-benzoe- 
siure wurde die Stellung der Carbonylgruppe in 


Position 3’ oder 5’ bewiesen. Die Unterscheidung H O ‘al 
zwischen den beiden Isomeren griindet sich auf N—C 
spektroskopische Daten, denen zufolge ein bei OC C 

230 mu auftretendes Maximum der Absorptions- N—C” C,H, 
Differenzkurve vom Phanodorm und _ seinem H O la 
Ketoderivat fiir ein «,f-ungesiittigtes Keton cha- Il 


rakteristisch sein soll. Die Lage der Doppel- 

bindung im Cyclohexenring wurde von uns auf rein chemischem Wege 
durch Ozonisieren bestimmt. Als Modellsubstanzen dienten die «-| A?- 
Cyclohexenyl]-buttersiiure® und der Athyl-[A!-cyclohexenyl]-cyanessig- 
siiure-ithylester®. Ebenso wie diese lieferte Phanodorm bei der Ozoni- 
sierung Adipinsiiure. Verbindung IIL wurde durch Ozon unter den im 
Versuchsteil beschriebenen Bedingungen bis zur Glutarsiiure abgebaut. 


8G. A. R. Kon u. B.T. Narayanan, J. chem. Soc. [London] 1927, 1540. 
9 Mc. Rae u. J. Manske, J. chem. Soc. [London] 1929, 486. 
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Damit wurde die noch mégliche 5'-Stellung ausgeschlossen. Auch die 
priparative Darstellung spricht fiir diese Struktur. Ein geeignetes 
Reagenz zur Einfiihrung einer Keto-Gruppe in «-Stellung zu_ einer 
Doppelbindung findet sich im tert. Butylchromat!®", Durch Umsetzen 
mit diesem Reagenz lief sich Phanodorm mit einer Ausbeute von 60°, 
in die Keto-Verbindung III iiberfiihren. 

c) Pharmakologisches Verhalten und in-vivo-Abbau: Me. 
tabolit III zeigt selbst bei starker Uberdosierung keine hypnotischen 
Kigenschaften. Die Toxizitiit ist gegeniiber Phanodorm um den Faktor 22 
vermindert®. 

Die Frage, ob das Keto-Phanodorm (III) im Organismus weitere 
Umwandlungen erleidet, wurde durch Anwendung von 5-Athyl-5- 
[3’-oxo-A!-cyclohexenyl ]-barbitursiure-[2-"C] geklirt. Gelést in der 
iiquivalenten Menge Natronlauge wurde der markierte Metabolit in 
Dosen von 100 mg/kg Ratten oral zugefiihrt. Der Urin wurde wie bei 
der Untersuchung des Phanodorm-Urins chromatographiert. Dabei 
zeigte sich, da der Hauptanteil der Ketoverbindung wieder unver- 
iindert ausgeschieden wurde, dai aber zusiitzlich die Stoffwechsel- 
produkte [ und IT gebildet wurden; dagegen wurden die Flecke IV und V 
nicht beobachtet. Aus diesem Befund konnte der SchluB gezogen werden, 
daB IIL selbst Zwischenprodukt bei der Abbaureaktion ist. [IV kann 
Zwischenprodukt auf dem Weg vom Phanodorm zum Keto-Phanodorm 
sein oder es kann durch einen anderen Angriff des Phanodorms gebildet 
werden. 

Metabolit II 

Aus den in-vivo-Abbauversuchen des Metaboliten IIT ging hervor. 
daB das Stoffwechselprodukt II aus IIL gebildet wird. Bei dem Versuch, 
den Barbitursiurering des Phanodorms hydrolytisch zu spalten, wurde 
eine Substanz isoliert, die dasselbe chromatographische Verhalten und 
das gleiche UV-Spektrum (Maximum bei 267 mw in 0,5n NaOH) wie 
Metabolit If zeigte. Auch die px-Abhaingigkeit der Extinktion bei 
267 mu war identisch. Schmp. 189°. 

C,H,N,O, (156,1) Ber. (46,15 H5,16 N 17,94 
Gef. C 46,05 H 5,34 N 17,67 

Das Spektrum von II zeigte, daB bei der Hydrolyse von III der 
Barbitursiurering erhalten bleibt. Da die Verbindung keine Keto- 
reaktionen mehr aufwies, muBte eine Verinderung am Cyclohexenonyl- 
ring erfolgt sein. Ein Vergleich (Ry-Werte, Spektrum, Mischschmp.) mit 
5-Athyl-barbitursiure! ergab Identitit mit II. 

_ Der radioaktive Verdiinnungsversuch wurde in der Weise ausgefiihrt, dab 
5-Athyl-barbiturséure im Phanodorm-Urin gelést und anschlieBend wieder isoliert 
wurde. Die Reinigung erfolgte iiber das Ammoniumsalz, das in Methanol léslich 


10 R. V. Oppenauer u. H.Oberrauch, An. Asoc. quim. argent. $7, 246 
[1949]. 

1 —D. Ginsburg u. R. Pappo, J. chem. Soe [London] 1951, 516. 

122 A.v. Merkatz, Ber. dtsch. chem. Ges. 52, 869 [1919]. 
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ist und mit Ather wieder ausgefallt werden kann. Die so isolierte Athylbarbitur- 
siure war radioaktiv. Zusitzlich erlaubte der radioaktive Verdiinnungsversuch 
eine quantitative Bestimmung von II. Diese lieferte das gleiche Ergebnis wie die 
Auszihlung der Chromatogramme. 

Wenn auch die 5-Athyl-barbitursiiure beim Abbau des Keto- 
Phanodorms gefunden wurde, bestand doch noch die Méglichkeit, dab 
aus Phanodorm und IV ebenfalls Athyl-barbitursiure entsteht. Eine 
Entscheidung dariiber war in vivo nicht méglich, da hierbei auch stets 
Oxydation zu III erfolgte. Verglich man aber die Hydrolysengeschwindig- 
keiten von III, IV (durch Eluieren radioaktiver Chromatogramme ge- 
wonnen) und Phanodorm, so konnte festgestellt werden, daB III schon 
nach 3stdg. Erhitzen auf 60° in verd. Ammoniak weitgehend in Athyl- 
barbitursiiure und Harnstoff zerfallen war, wihrend IV und Phanodorm 
iiberhaupt nicht angegriffen wurden. Erst nach mehrtigigem Erhitzen 
konnten die entsprechenden offenen Ureide, nicht aber Athyl-barbitur- 
siure nachgewiesen werden. 


Metabolit I 

Beobachtungen verschiedener Autoren!, daB beim Verfiittern von 
Pyrimidinderivaten z.T. durchgehender Abbau bis zur Paraban- und 
Oxalursiure stattfindet, machten einen Abbau des Phanodorms zu den 
genannten Verbindungen wahrscheinlich. 

Die nach Liebig und Wéhler!?! dargestellte Oxalursiure (Oxal- 
siuremonoureid) wurde zusammen mit radioaktivem Urin in verschie- 
denen Lésungsmitteln chromatographiert. Die mit Chlorgas und Cad- 
miumjodid entwickelten Farbflecken der Oxalursiure deckten sich mit 
dem Radiofleck Ia. Der radioaktive Verdiinnungsversuch wurde aus- 
gefiihrt, indem das im Urin geléste inaktive oxalursaure Ammonium als 
Silbersalz gefaillt und durch Umkristallisieren aus Wasser bis zur kon- 
stanten Aktivitit gereinigt wurde. — Die leichte Zersetzlichkeit der 
Oxalursiiure, die schon von Luzzatto!® beim Ansiiuern von Urin fest- 
gestellt wurde, erklirt auch, weshalb beim lingeren Stehenlassen des 
radioaktiven Urins, schneller beim Ansiiuern, der Fleck Ia verschwindet 
und dafiir der des Harnstoffs auftritt. Wurde der Fleck Ia vom Chro- 
matogramm eluiert und sauer hydrolysiert, so lieB sich nach anschlieBen- 
der Chromatographie Harnstoff nachweisen. Oxalursiiure entsteht wahr- 
scheinlich durch hydrolytische Aufspaltung von Parabansaure 
(NV.N’-Oxalyl-harnstoff). Eluierte man den Fleck Ib mit verd. Ammo- 
niak und chromatographierte man anschlieBend mit dem sauren oder 
neutralen Lisungsmittelgemisch, so befand sich die Radioaktivitit bei 
Ry 0,20 (B) bzw. 0,10 (C). Der radioaktive Verdiinnungsversuch konnte 
hier nicht unternommen werden, da eine Abtrennung von den iibrigen 
radioaktiven Stoffen nicht méglich war. 

18 W. Franke u. G. E. Hahn, diese Z. 299,15 [1955]. 

4 J. Liebig u. F. Wohler, Liebigs Ann. Chem. 26, 287; Chem. Zbl. 9, 649 


[1838]. 
15 A.M. Luzzatto, diese Z. 37, 225 [1903]. 
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Metabolit IV 

Aus der Beobachtung, dai IV beim Abbau von III in vivo nicht 
auftritt, wurde geschlossen, da [V sich nicht durch oxydative oder 
hydrolytische Verinderungen von III ableitet. Dagegen schien es 
moéglich, daB IV ein Zwischenprodukt auf dem Weg vom Phanodorm 
zu III ist. Auch ein anderer Angriff des Phanodorms war denkbar, z. b. 
die Oxydation des Phanodorms in anderen Positionen oder auch dessen 
Hydrolyse. Zum Vergleich der chromatographischen Eigenschaften 
wurden folgende Verbindungen dargestellt, die als Abbauprodukte in 
Frage kommen konnten: 5-[{A!-Cyclohexenyl]-barbitursiiure, 5-| /- 
Hydroxyithyl]]-5-[A1-cyclohexeny]]-barbitursiiure und «-[A!-Cyclohex- 
enyl]-buttersiure-ureid. Die Ry-Werte dieser Substanzen deckten sich 
nicht mit dem Radiofleck IV. Versuche zur Darstellung von 5-Athy]- 
5-[6'-oxo-A!-cyclohexenyl] |-barbitursiure aus Cyclohexadion-(1.2) schlu- 
gen fehl. Zwar konnte bei der Oxydation von radioaktivem Phanodorm 
mit CrO, in Kisessig ein Stoff mit den gleichen Rp-Werten wie IV nach- 
gewiesen werden, doch trat er in so geringen Mengen auf (0,2%, auf 
Phanodorm bezogen), daB eine Abtrennung vom entstandenen III nicht 
moéglich war. Wurde der Fleck [VY aus Papierchromatogrammen von 
Urin mit 0,1n NaOH eluiert und das Absorptionsspektrum dieses Eluats 
aufgenommen, so gab die bei 255 my auftretende Bande einen Hinweis 
auf das Vorhandensein des intakten Barbitursiiureringes. Ox ydierte man 
dieses Eluat in schwefelsaurer Loésung mit Dichromat bei 55°, so war 
schon nach 5 Min. IV in einen Stoff iibergegangen, der sich als 3’-Keto- 
Phanodorm (III) erwies. Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, 
daB IV die 5-Athyl-5-[3’-hydroxy-A!-cyclohexenyl]-barbitur- 
siiure war, zumal auch die enzymatische Oxydation von LV zum Keto- 
Phanodorm und seinen Folgeprodukten fiihrte. Die racemische Verbin- 
dung wurde durch Meerwein-Ponndorf-Reduktion!® aus 3’-Keto-Phano- 
dorm hergestellt. Chromatogramme und Spektren der so gewonnenen 
3'-Hvdroxy-Verbindung (Schmp. 181°) bewiesen die Identitit mit dem 
Stoffwechselprodukt IV. Ein radioaktiver Verdiinnungsversuch war 
wegen der groBen Menge radioaktiver Begleitsubstanzen und wegen des 
schlechten Kristallisationsvermégens der Substanz nicht méglich. Nach 
dreimaligem Umkristallisieren war das Priparat noch nicht radioaktiv 
einheitlich, doch fand, wie durch quantitative Auswertung der Chro- 
matogramme festgestellt wurde, eine Anreicherung von IV in den aus- 
geschiedenen Kristallen statt. 

Eine Spaltung des synthetischen Hydroxyderivates in optische 
Antipoden sowie eine Priifung des Metaboliten auf optische Aktivitiit 
wurden nicht durchgefiihrt. 


Metabolit V 

Dieses Stoffwechselprodukt konnte nur bei manchen Versuchen mit 
gesunden Tieren im Urin in geringen Mengen gefunden werden. Die 
16 A. L. Wilds, Org. Reactions 2, 178 [1944]. 
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cleichen Ry-Werte, die fiir Phanodorm erhalten wurden, und der 
radioaktive Verdiinnungsversuch, der bei Verwendung der inaktiven 
Substanz positiv verlief, bewiesen, daB in einigen Fiillen das eingesetzte 
Phanodorm unverindert ausgeschieden wird. Bei Versuchen mit 
lebergeschiidigten Tieren wurde der Abbau von Phanodorm herab- 
gesetzt, so da Phanodorm in gesteigertem Mae im Urin erschien®. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der 
chemischen Industrie sind wir fiir die Unterstiitzung dieser und der folgenden 
Arbeit zu besonderem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche 


Phanodorm- [2-C]: Zu einer hei®en Lésung von 800 mg Na in absol. n-Buta- 
nol werden zunachst 112 mg Harnstoff-[{'C]!? und nach dessen Auflésung 488mg 
inaktiver Harnstoff gegeben, der sich nicht vollstandig lést. Nach Zugabe von 
25em3 Athyl-[A!-cyclohexenyl]-cyanessigsaure-athylester'®’ wird das 
Gemisch 1,5 Stdn. auf 130° gehalten, wobei nach kurzer Zeit Triibung der farb- 
losen Lésung eintritt. Nach dem Erkalten gibt man das Reaktionsgemisch unter 
Kiskiithlung in 20 cm* Salzséure (1:1). Das dabei freiwerdende “CO, wird in 
Natronlauge aufgefangen. Die Mischung von Imino-Phanodorm, Butanol und 
nicht umgesetztem Ester wird mit Wasserdampf destilliert, bis der Kolben frei 
von Lésungsmittel und Ester ist. Die klare Lésung wird zur Hydrolyse der Imino- 
verbindung (Schmp. 252°) 20 Min. gekocht, wobei sich Phanodorm in Blattchen 
ausscheidet. Nach Umkristallisieren aus Wasser: Schmp. 171°. Chromatographisch 
einheitlich. Ausb. (bezogen auf die Aktivitaét des Harnstoffs) 53°%. Die Ausbeute 
an radioaktivem Phanodorm 1aBt sich durch Umkristallisieren von inaktivem 
Phanodorm in der radioaktiven Mutterlauge erhéhen. 

C\,H,,N.O, (236,3) Ber. C 61,00 H6,83 N 11,86 

Gef. C 61,15 H6,83 N 11,72 
5-Athyl-5-[3'’-oxo-A!-cyclohexenyl]-barbitursaure (III): 40g CrO, 
werden in einem 1-l-Becherglas unter Riihren innerhalb von 10 Min. zu 100 cm* 
tert.-Butanol gegeben, wobei das Becherglas mit Wasser gekiihlt wird. Die dunkel- 
rote Lésung wird mit 280 em? CCl, versetzt. Nach Hinzufiigen von 40 g geglithtem 
Na,SO, riihrt man 10 Min. kraftig weiter (Lésung A). 10 g Phanodorm werden 
unter schwachem Erwarmen in 40 cm® Eisessig gelést. Nach Zufiigen von 2 cm* 
Essigsiureanhydrid dekantiert man die Lésung A zu dem Reaktionsgemisch, 
erwarmt die Mischung 4 Stdn. auf 40° und laBt sie anschlieBend 4 Tage gut ver- 
schlossen bei Zimmertemperatur stehen. Unter gutem Riihren und Wasser- 
kiihlung gibt man dann das Reaktionsgemisch portionsweise zu einer Suspension 
von 100 g Oxalsiure in 500 cm? Wasser und riihrt nach vollstandiger Zugabe 
desselben 3 Stdn. weiter. Die obere, dunkelviolette Schicht wird 6fters mit 
Essigsiuredthylester extrahiert, der Extrakt zusammen mit der CCl,-Schicht 
zunachst mit Wasser gewaschen und dann im Vak. bei 40° zur Trockene einge- 
dampft. Der gelbe Riickstand wird aus Methanol und Wasser umkristallisiert. 
Farblose Blattchen vom Schmp. 222°. Ausb. 62%. Diese Oxydation wurde auch 
im MikromaBstab (200 mg) mit radioaktivem Phanodorm durchgefiihrt. Ausb. 55%. 

2.4-Dinitro-phenylhydrazon (aus Essigester) Sehmp. 273°. 
5-Athyl-5-[3’-hydroxy-A!-cyclohexenyl]-barbitursaure (IV): Die 
Losung von 1 g Keto-Phanodorm in 60 cm’ absol. Isopropylalkohol wird mit 
1 g Aluminiumisopropylat so lange im schwachen Sieden gehalten, bis im Destillat 
gaschromatographisch kein Aceton mehr nachzuweisen ist (etwa 4 Stdn.). Man 


17 A.M urray u. A. R. Ronzio, J. Amer. chem. Soc. 71, 2245 [1949]. 
18 Dtsch. Reichs-Pat. 442655, I. G. Farbenindustrie, Vgl. Frdl. 15, 1474 
{1925—27]. 
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destilliert anschlieBend das Lésungsmittel im Vak. ab und versetzt den Riickstand 
mit 30 cm? 5proz. Salzsiure. Die nach 20 Stdn. (bei 0°) ausgeschiedenen Kristalle 
werden aus Methanol und Wasser umkristallisiert. Blattchen vom Schmp. 181°. 

C,H, ,N,O4 (252,3) Ber. (57,13 H6,39 Gef. C.56,89 H 6,53. 

Ozonisierung von Phanodorm und Keto-Phanodorm. Durch eine 
Lésung von 200 mg Phanodorm in 20 cm? trockenem Chloroform wird mittels 
einer Fritte solange ein Ozon-Sauerstoff-Gemisch (etwa 10% O,) geleitet, bis 
Ozon nicht mehr vollstandig absorbiert wird. Die Suspension des z. T. ausgefallenen 
Ozonids wird mit 10 cm? kaltem Wasser geschiittelt (20 Min.) und nach Zugabe 
von 3 cm* 20proz. H,SO, mit Wasserdampf destilliert. Die schwefelsaure Losung 
wird mit BaCl,-Lésung versetzt, bis kein BaSO, mehr ausfallt. Nach Abzentri- 
fugieren des Niederschlages wird das Zentrifugat im Vak. eingedampft und der 
Riickstand aus Wasser umkristallisiert. Schmp. und Mischschmp. mit Adipin- 
saure: 153°. 

Beim Ozonabbau der Ketoverbindung verfé’ ian analog, doch ver- 
wendet man wegen der Schwerléslichkeit des Keto-Phanodorms in Chloroform die 
fiinffache Menge Lésungsmittel. Beim Abbau dieser Verbindung erhalt man eine 
Saure vom Schmp. 97°, Mischschmp. mit Glutarsaure unverandert. Die ent- 
standenen Sauren wurden zur Charakterisierung als Hydroxamsauren chromato- 
graphiert. Die Ry-Werte stimmen mit denen der Hydroxamsauren aus Adipin- 
bzw. Glutarsaure iiberein. 


Zusammenfassung 

Die Ausscheidung von oral verabreichtem radioaktiv markiertem 
Phanodorm und seiner Stoffwechselprodukte in Kot, Urin und Atem- 
luft wurde untersucht. Die Radioaktivitit des eingesetzten Phanodorms 
ist nach 70 Stdn. praktisch vollstiindig — zum gr6Bten Teil im Urin — 
ausgeschieden. Fiinf Stoffwechselprodukte des Phanodorms konnten 
nach papierchromatographischer Auftrennung quantitativ bestimmt 
und ihre Strukturen aufgeklirt werden. 


Summary 


The excretion in faeces, urine, and expired air of orally-admini- 
stered, labelled phanodorm and its metabolites was investigated. The 
radioactivity of the phanodorm is almost totally excreted after 70 hours, 
mostly in the urine. Five metabolites of phanodorm were quantita- 
tively determined after separation by paper chromatography, and their 
structures elucidated. 


Prof. Dr. St.Goldschmidt, Organisch-Chemisches Institut der Techn. Hoch- 
schule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Der Stoffwechsel von Barbitursaure-Derivaten, IV! 
Der Abbau des Phanodorms in vitro 
Von 
St. Goldschmidt und Fr. W. Koss* 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juni 1959) 


Versuche, die iiber den Abbau verschiedener Barbitursiurederivate 
unternommen wurden, lieBen vermuten, daB beim Phanodorm (5-Athyl- 
5-[A!-eyclohexeny]|-barbitursiiure) der Abbau zum gréBten Teil durch 
die Leber erfolgt. Die groBe Bedeutung der Leber bei der Inaktivierung 
von Phanodorm geht aus Versuchen von Tsukamoto und Mitarbeitern? 
an Kaninchen und Ratten hervor, in denen bei Leberschiiden eine ge- 
steigerte Ausscheidung von unverindertem Phanodorm beobachtet 
wurde. Nach Masson und Beland?, die die Barbiturate gemaB ihrer 
Entgiftung (Detoxifikation) in vier Gruppen einteilen, soll Phanodorm 
zu etwa gleichen Teilen in Leber und Niere entgiftet werden. Am Evi- 
pan‘ konnte bei Versuchen in vitro gezeigt werden, da8 nur in Leber- 
schnitten von Kaninchen ein Enzym oder Enzymsystem vorhanden ist, 
das den Abbau von Evipan bewirkt. In Niere, Gehirn und Skelettmuskel 
konnte keine enzymatische Aktivitit festgestellt werden. Auch Pento- 
barbital® wird von einem Enzym inaktiviert, das nur in der Leber 
gefunden wurde. Dagegen wird Thiopental® auch in der Niere und 
im Hirn in geringem Umfang verindert. In keinem der genannten Fiille 
war eine Isolierung des Enzyms méglich. Doch konnte es dahingehend 
charakterisiert werden, daf es in den Mikrosomen der Leberzellen 


* Auszug aus Dissertat. Fr. W. Koss, Techn. Hochschule Miinchen 1959. 

! TIT. Mitteil.: St. Goldschmidt u. Fr. W. Koss, diese Z. 316, 224 [1959], 
vorstehend. 

2H. Tsukamoto, E.Tabakatake u. H. Yoshimura, Pharmac. Bull. 
[Tokyo] 2,201 [1954]; H. Tsukamoto, H. Yoshimura u. S. Toki, ebenda 
3,239 [1955]; H. Tsukamoto u. E.Takabatake, ebenda 3,397 [1955]; 
H.Tsukamoto, E.Tabakatake u. TT. Ariyoshi, ebenda 38,459 [1955]; 
K. Takabatake, ebenda 5, 261, 266 [1957]. 

3 G.M.C. Masson u. E. Beland, Anesthesiology 6, 483 [1946]. 

4 J.R. Cooper u. B.B. Brodie, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 114, 409 
[1955]. 

®* J.R.Cooper u. B. B. Brodie, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 120, 75 
{1957}. 

6 A. Dorfman u. L. R. Goldbaum, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 90, 330 
[1947]; T. C. Gould u. F. E. Shideman, ebenda 104, 427 [1952]. 
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lokalisiert ist und Sauerstoff zur Oxydation der Barbiturate erfordert, 
Die nahe chemische Verwandtschaft des Evipans mit dem Phanodorm 
lieB ahnliche Verhiltnisse vermuten. Unsere Versuche wurden mit radio. 
aktiv markiertem Phanodorm ausgefiihrt. 


Beschreibung der Versuche 


Substanzen: Phanodorm-[2-“C], hergestellt aus Athyl-[A!-cyclohexeny]]- 
cyanessigsaure-athylester und Harnstoff-[14C] (Schmp. 171°, chromatographisch 
rein; 9,5898- 10° Imp./Min./mMol) ; Nicotinsiureamid p.a.; MgCl, p.a.; Diphosphor- 
pyridinnucleotid, oxydiert (DPN) und reduziert (DPNH); Triphosphorpyridin- 
nucleotid, oxydiert (TPN); Adenosintriphosphat (ATP) und Meerrettichper- 
oxydase von Boehringer, Mannheim. 

Methoden: Als Versuchstiere dienten mannliche Albinoratten eines In- 
zuchtstammes von etwa 200 g. Die Tiere erhielten 24 Stdi:. vor der Aufarbeitung 
kein Futter mehr. Jedes Tier wurde durch Dekapitieren getétet und die Leber im 
doppelten Volumen 0,1m Phosphatpuffer (pq 7,4) im Potter-Elvehjem-Homo- 
genisator zerkleinert. Das Homogenat wurde, wie das Schema zeigt, bei 0° durch 
fraktioniertes Zentrifugieren in die Zellbestandteile zerlegt. Der Uberstand D war 
vollig klar und schwach rosa gefirbt. 


Schema zur Gewinnung der Leberzellfraktionen. 


Homogenat 
10 Min. 850« 9g 
\ | 
Riickstand Uberstand A 


20 Min. 90009 


—. 
] 


1 
Mitochondrien Suspension C 
30 Min. 78000x9 
raschen* § 
waschen Spinco- Zentrifuge 
Suspension B | 
: * 
Mikrosomen Uberstand D 
(Cytoplasma) 
waschen* : 


Suspension E 


* Mit 0,1m Phosphatpuffer gewaschen und im gleichen Puffer suspendiert (Vol. B = Vol. A; 
Vol. E = Vol. £). 


Die Inkubation mit radioaktiv markiertem Phanodorm wurde in Warburg- 
Trégen (Vol. etwa 15 cm’) vorgenommen. Die bei den einzelnen Versuchen ver- 
wendeten Substanzen und deren Konzentration sind im Teil ,,Ergebnisse‘ an- 
gegeben. Bei Versuchsbeginn wurde die Luft iiber der Fliissigkeit durch reinen 
Sauerstoff verdrangt, anschlieBend wurde bei 37° unter Schaukeln 1 Stde. in- 
kubiert. Dann wurde die Reaktion durch schnelles Abkihlen auf 0° abgestoppt. 

Ein aliquoter Teil der Lésung wurde auf Chromatographiepapier aufgetragen, 
unter einer IR-Lampe im Warmluftstrom schnell eingetrocknet und dann in 
n-Butanol/5n Ammoniak 1:1 absteigend chromatographiert. 

Zur quantitativen Bestimmung der radioaktiven Produkte wurde die 
Lésung auf 3,5cm breiten Papierstreifen chromatographiert, um ein seitliches 
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Herauswandern der Flecke aus der mit einem Zahlrohr erfa8baren Zone zu ver- 
meiden. Die getrockneten Streifen wurden kontiniuierlich in Verbindung mit 
einem synchron laufenden Schreiber (bei qualitativen Analysen) oder diskonti- 
nuierlich mit einem Zeitdrucker (bei quantitativen Analysen) zwischen zwei Zihl- 
rohren (Endfenster etwa 1 mg/cm?) durchgezogen. Die Auftrennung der beim 
Stoffwechsel von Phanodorm auftretenden radioaktiven Metaboliten war bei einer 
Laufstrecke der Lésungsmittelfront von 40cm so gut, daB in allen Fallen mit 
einer Spaltbreite von 1 cm gemessen werden konnte. 


Ergebnisse 


1. Intrazellulare Lokalisation des Enzymsystems 


Tab. 1. Verteilung der Enzymaktivitat auf die einzelnen Zellfraktionen. Jeder 
Warburg-Trog enthalt: 1,00 cm* der betreffenden Zellfraktion, 25 ~Mol Nicotin- 
siureamid, 10 uMol MgCl, und 0,5 wMol Phanodorm-[2-!4C]. Die Suspension wird 
mit 0,1lm Phosphatpuffer (px 7,4) auf 2,00 cm’ aufgefiillt. Inkubation 1 Stde. bei 37°. 








Imp./Min Imp./Min. % 
Zellfraktion des eingesetzten | des abgebauten abgebautes 
Phanodorms Phanodorms Phanodorm 
A. Gesamthomogenat . . 1627 481 29,6 
B. Mitochondrien ... . 1563 0 0 
C. Mikrosomen -+- Cyto- 
MERE ie 3. ae! 6 Js ie 1616 522 32,3 
D. Cytoplasma. ..... 1518 0 0 
EK. Mikrosomen .... . 1580 0 0 
F. Mikrosomen(E) +- Cyto- 
plasma(D) ...... 1598 152 9,5 














In isolierten Mitochondrien, in reinen Mikrosomen und im klaren 
Cytoplasma war keine Enzymaktivitiit fiir die ersten Stufen des Phano- 
dormabbaus nachweisbar. Diese trat nur dann auf, wenn Mikrosomen 
und Cytoplasma gleichzeitig vorhanden waren. Der niedrige Wert fir 
den Abbau im Falle F (hier wurden Mikrosomen nach dem Abtrennen 
in der Ultrazentrifuge wieder im Cytoplasma suspendiert) riihrt wahr- 
scheinlich von einer Teil-Inaktivierung des Enzyms wihrend der Her- 
stellung dieser Fraktion her (etwa 5 Stdn.). Bei diesem Versuch trat 
nur ein einziges Abbauprodukt auf, doch sind, wie in weiteren Ver- 
suchen gezeigt werden konnte, in Fraktion C auch die Enzyme vor- 
handen, die zusammen mit DPN den weiteren Abbau bewirken. 


2. Abhingigkeit des Phanodormabbaus von Cofermenten 


Beim Evipan wurde von Cooper und Brodie? festgestellt, dab 
neben Sauerstoff auch TPN bzw. TPNH notwendig ist. Beim Phanodorm 
ist nicht TPN, sondern DPN in seiner oxydierten und reduzierten Form 
wirksam. Die Abhangigkeit der Bildung der einzelnen Metaboliten von 
der Konzentration des DPN und DPNH geht aus Abb. la und b hervor. 
Bei Abwesenheit des Coenzyms verliuft der Abbau praktisch nur bis 
zum Metabolit IV. 


LG 
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Mit steigender Konzentration von DPN oder DPNH wichst auch 
der Anteil der iibrigen Metaboliten. IV stieg ebenfalls mit zunehmender 
DPN-Konzentration, ein Zeichen, dai} seine Bildung staérker durch DPN 
und DPNH beeinflu&t wird als seine Weiteroxydation. Inwieweit diese 
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Abb. 1. Coenzymabhangigkeit der Bildung der einzelnen Metaboliten beim Abbau 
von Phanodorm-[2-“C] durch Suspension C (Mikrosomen-+Cytoplasma) aus 
Rattenleber. Versuchsbedingungen wie bei Tab. 1 angegeben. Das Reaktions- 
gemisch wurde papierchromatographisch aufgetrennt (vgl. Tab. 2) und die Radio- | 
aktivitat der einzelnen Banden gemessen. 
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Abb. 2. Eirfflu8 von TPN auf den Abbau von Phanodorm-[2-'C] durch Sus- 
pension C. Ansatze wie bei Tab. 1, zusitzlich 0,1 uMol DPN. Fiir die Versuche in 
Abb. 2b wurde ATP statt TPN eingesetzt. 


Weiteroxydation erfolgt, wurde durch einen besonderen Versuch er- 
mittelt. Metabolit IV, der aus Papierchromatogrammen eluiert worden 
war, wurde unter gleichen Bedingungen mit 0,2 ~.Mol DPN inkubiert. 
Von der eingesetzten Substanz (0,43 ~Mol) wurden in einer Stde. 22°, 
zu III und 5% zu II abgebaut. : 

Eine Klirung, ob die oxydierte oder reduzierte Form des DPN fiir 
den Ablauf der Reaktion notwendig ist, war bisher nicht méglich. Setzte 
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man einer Suspension von Mikrosomen in Phosphatpuffer (Suspension E) 
Phanodorm und je eines der genannten Cofermente (DPN, DPNH und 
TPN) zu, so wurde nur beim DPN ein Abbau beobachtet, der aber auch 
so gering war, da keine sicheren Aussagen gemacht werden konnten. 

Zusatz von TPN beeinfluBte den Phanodormabbau bis zur Stufe [V 
nur wenig. Wenn kein DPN in der Lésung vorhanden war, wurde nur 
IV gebildet und zwar unabhingig von der Konzentration des zugesetzten 
TPN (bis 0,4 Mol). 

Wahlte man Bedingungen, unter denen auch andere Metaboliten 
cebildet wurden (Zusatz von DPN), so hemmte ein Zusatz von TPN 
den Abbau zu diesen Metaboliten (Abb. 2a). Verschob man durch ATP 
das Gleichgewicht zwischen DPN und TPN zugunsten der letzteren Ver- 
bindung, so wurde ebenfalls eine Abnahme des Abbaus festgestellt 
(Abb. 2b). 


3. EinfluB anderer Stoffe auf den Phanodormabbau 


Wurde Phanodorm-[!4C] (Ansatz wie bei Tab. 1 angegeben, mit 
0,1 «Mol DPN) im evakuierten Thunberg-Réhrchen mit einer Lésung 


Abb. 3. Aktivierung des 
Phanodormabbaus durch 
Magnesiumionen. Ansatze 
mit Suspension C und 
0,1 «Mol DPN, sonst wie 
bei Tab. 1 angegeben. 


% Aktivitat 





0 “] 10 % 20 2 
u Mol Mg 22 —a— 


von Methylenblau (1:100) versetzt, so trat bereits nach 10 Min. bei 
37° vollstiindige Entfirbung ein, ein Zeichen, das Dehydrogenasen vor- 
handen waren. Doch lieBen sich nach anschlieBender Chromatographie 
des Reaktionsgemisches keine Dehydrierungsprodukte des Phanodorms 
nachweisen. Die Entfirbung des Methylenblaus in Gegenwart von 
Phanodorm ist demnach kein Beweis fiir dessen Dehydrierung, zumal 
eine schnelle Entfairbung auch ohne Phanodormzusatz eintrat. Wurde 
die Inkubation des Phanodorms in der Zellensuspension C in Sauerstoff- 
atmosphiire bei Anwesenheit von Peroxydase oder auch Katalase 
durechgefiihrt, so wurde der Abbau des Phanodorms nicht merklich 
beeinfluBt, ebenso nicht durch Blausiure, Kupfer (10-®m) oder 
Quecksilber (10-7m). Magnesium erwies sich demgegeniiber als 
starker Aktivator (Abb. 3). 
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fugieren des Niederschlages wird das Zentrifugat im Vak. eingedampft und der 


Riickstand aus Wasser umkristallisiert. Schmp. und Mischschmp. mit Adipin- 
sdure: 153°. 

Beim Ozonabbau der Ketoverbindung verfahrt man analog, doch ver- 
wendet man wegen der Schwerléslichkeit des Keto-Phanodorms in Chloroform die 
fiinffache Menge Lésungsmittel. Beim Abbau dieser Verbindung erhalt man eine 
Saure vom Schmp. 97°, Mischschmp. mit Glutarsaiure unverandert. Die ent- 
standenen Saéuren wurden zur Charakterisierung als Hydroxamsauren chromato- 
graphiert. Die Rp-Werte stimmen mit denen der Hydroxamsauren aus Adipin- 
bzw. Glutarsaure iiberein. 


Zusammenfassung 


Die Ausscheidung von oral verabreichtem radioaktiv markiertem 
Phanodorm und seiner Stoffwechselprodukte in Kot, Urin und Atem.- 
luft wurde untersucht. Die Radioaktivitiit des eingesetzten Phanodorms 
ist nach 70 Stdn. praktisch vollstindig cum gréBten Teil im Urin 
ausgeschieden, Fiinf Stoffwechselprodukte des Phanodorms konnten 
nach papierchromatographischer Auftrennung quantitativ bestimmt 
und ihre Strukturen aufgeklirt werden 


Summary 


The excretion in faeces, urine, and expired air of orally-admini- 
stered, labelled phanodorm and its metabolites was investigated. The 
radioactivity of the phanodorm is almost totally excreted after 70 hours, 
mostly in the urine. Five metabolites of phanodorm were quantita- 
tively determined after separation by paper chromatography, and their 
structures elucidated. 


Prof. Dr. St. Goldschmidt, Organisch-Chemisches Institut der Techn. Hoch- 
schule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Si. Woldscnmidt und rr. WW. Koss* 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juni 1959) 


Versuche, die iiber den Abbau verschiedener Barbitursiurederivate 
unternommen wurden, lie8en vermuten, daB beim Phanodorm (5-Athyl- 
5-[A!-cyclohexenyl]]-barbitursiure) der Abbau zum gréBten Teil durch 
die Leber erfolgt. Die groBe Bedeutung der Leber bei der Inaktivierung 
von Phanodorm geht aus Versuchen von i'suk .iaoto und Mitarbeitern* 
an Kaninchen und Ratten hervor, in denen bei Leberschiden eine ge- 
steigerte Ausscheidung von unverindertem Phanodorm beobachtet 
wurde, Nach Masson und Beland!®, die die Barbiturate gemib ihrer 
Entgiftung (Detoxifikation) in vier Gruppen einteilen, soll Phanodorm 
zu etwa gleichen Teilen in Leber und Niere entgiftet werden. Am Evi 
pan’ konnte bei Versuchen in vitro gezeigt werden, dab nur in Leber 
schnitten von Kaninchen ein Enzym oder Enzymaystem vorhanden iat 
das den Abbau von Evipan bewirkt. In Niere, Gehirn und Skelettmuskel 
konnte keine enzymatische Aktivitat featgestellt werden. Auch Pento 
barbital® wird von einem Enzym inaktiviert, das nur in der Leber 
gefunden wurde. Dagegen wird Thiopental® auch in der Niere und 
im Hirn in geringem Umfang verindert. In keinem der genan.ten Fille 
war eine Isclierung des Enzyms miéglich. Doch konnte es dahingehend 
charakterisiert werden, dab es in den Mikrosomen der Leberzellen 


* Auszug aus Dissertat. Fr. W. Koss, Techn. Hochschule Miinchen 1959. 

' ILI. Mitteil.: St. Goldschmidt u. Fr. W. Koss, diese Z. 316, 224 [1959), 
vorstehend, 

* H. Tsukamoto, E.Tabakatake u. H. Yoshimura, Pharmac. Bull. 
{Tokyo} 2, 201 [1954]; H. Tsukamoto, H. Yoshimura u. 8. Toki, ebenda 
8,239 [1955]; H. Tsukamoto u. E. Takabatake, ebenda 3,397 [1955}; 
H. Tsukamoto, E.Tabakatake u. T.Ariyoshi, ebenda 8,459 [1955]; 
E. Takabatake, ebenda 5, 261, 266 [1957]. 

3 G.M.C. Masson u. E. Beland, Anesthesiology 6, 483 [1946]. 

4 J.R.Cooper u. B. B. Brodie, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 114, 409 
[1955]. 

5 J.R.Cooper u. B.B. Brodie, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 120, 75 
[1957]. 

6 A. Dorfman u. L. R. Goldbaum, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 90, 330 
[1947]; T.C. Gould u. F. E. Shideman, ebenda 104, 427 [1952]. 
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lokalisiert ist und Sauerstoff zur Oxydation der Barbiturate erfordert. 
Die nahe chemische Verwandtschaft des Evipans mit dem Phanodorm 
lieB ahnliche Verhiltnisse vermuten. Unsere Versuche wurden mit radio- 
aktiv markiertem Phanodorm ausgefiihrt. 


Beschreibung der Versuche 


Substanzen: Phanodorm-[2-C], hergestellt aus Athyl-[A1-cyclohexeny]l}- 
cyanessigsaure-aithylester und Harnstoff-[**C] (Schmp. 171°, chromatographisch 
rein; 9,5898- 10° Imp./Min./mMol) ; Nicotinsiureamid p.a.; MgCl, p.a.; Diphosphor- 
pyridinnucleotid, oxydiert (DPN) und reduziert (DPNH); Triphosphorpyridin- 
nucleotid,, oxydiert (TPN); Adenosintriphosphat (ATP) und Meerrettichper- 
oxydase von Boehringer, Mannheim. 

Methoden: Als Versuchstiere dienten mannliche Albinoratten eines In- 
zuchtstammes von etwa 200 g. Die Tiere erhielten 24 Stdn. vor der Aufarbeitung 
kein Futter mehr. Jedes Tier wurde durch Dekapitieren getétet und die Leber im 
doppelten Volumen 0,lm Phosphatpuffer (pH 7,4) im Potter-Elvehjem-Homo- 


genisator zerkleinert. Das Homogenat wurde, wie das Schema zeigt, bei 0° durch: 


fraktioniertes Zentrifugieren in die Zellbestandteile zerlegt. Der Uberstand D war 
vollig klar und schwach rosa gefarbt. ; 


Schema zur Gewinnung der Leberzellfraktionen. 


Homogenat 
10 Min. | 850xg 





v 
Riickstand Uberstand A 
20 Min. 9000 X g 
*  Mitochondrien Suspension C 
: 30 Min. 78000xg 
waschen* Spinco- | Zentrifuge 
Suspension B — 
Mikrosomen Uberstand D 
Cytoplasma 
waschen* ( P ) 


Suspension E 


* Mit 0,1m Phosphatpuffer gewaschen und im gleichen Puffer suspendiert (Vol. B = Vol. A; 
Vol. E = Vol. C). 


Die Inkubation mit radioaktiv markiertem Phanodorm wurde in Warburg- 
Trégen (Vol. etwa 15 cm*) vorgenommen. Die bei den einzelnen Versuchen ver- 
wendeten Substanzen und deren Konzentration sind im Teil ,,Ergebnisse“‘ an- 
gegeben. Bei Versuchsbeginn wurde die Luft iiber der Flissigkeit durch reinen 
Sauerstoff verdrangt, anschlieBend wurde bei 37° unter Schaukeln 1 Stde. in- 
kubiert. Dann wurde die Reaktion durch schnelles Abkiihlen auf 0° abgestoppt. 

Ein aliquoter Teil der Lésung wurde auf Chromatographiepapier aufgetragen, 
unter einer IR-Lampe im Warmluftstrom schnell eingetrocknet und dann in 
n-Butanol/5n Ammoniak 1:1 absteigend chromatographiert. 

Zur quantitativen Bestimmung der radioaktiven Produkte wurde die 
Lésung auf 3,5cm breiten Papierstreifen chromatographiert, um ein seitliches 
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Herauswandern der Flecke aus der mit einem Zahlrohr erfaSbaren Zone zu ver- 
meiden. Die getrockneten Streifen wurden kontiniuierlich in Verbindung mit 
einem synchron laufenden Schreiber (bei qualitativen Analysen) oder diskonti- 
nuierlich mit einem Zeitdrucker (bei quantitativen Analysen) zwischen zwei Zahl- 
rohren (Endfenster etwa 1 mg/cm?) durchgezogen. Die Auftrennung der beim 
Stoffwechsel von Phanodorm auftretenden radioaktiven Metaboliten war bei einer 
Laufstrecke der Lésungsmittelfront von 40cm so gut, daB in allen Fallen mit 
einer Spaltbreite von 1 cm gemessen werden konnte. 


Ergebnisse 


1. Intrazellulare Lokalisation des Enzymsystems 


Tab. 1. Verteilung der Enzymaktivitaét auf die einzelnen Zellfraktionen. Jeder 
Warburg-Trog enthalt: 1,00 cm* der betreffenden Zellfraktion, 25 wMol Nicotin- 
siureamid, 10 wMol MgCl, und 0,5 uMol Phanodorm-[2-!4C]. Die Suspension wird 
mit 0,1m Phosphatpuffer (px 7,4) auf 2,00 cm aufgefiillt. Inkubation 1 Stde. bei 37°. 








Imp./Min Imp./Min. % 
Zellfraktion des eingesetzten | des abgebauten abgebautes 
Phanodorms Phanodorms Phanodorm 
A. Gesamthomogenat . . 1627 481 29,6 
B. Mitochondrien ... . 1563 0 0 
C. Mikrosomen + Cyto- 
INR Chae es 957 8S: Ge 1616 522 32,3 
D. Cytoplasma. ..... 1518 0 0 
E. Mikrosomen ..... 1580 0 0 
F. Mikrosomen(E) + Cyto- 
plasma(D) ...... 1598 152 9,5 











In isolierten Mitochondrien, in reinen Mikrosomen und im klaren 
Cytoplasma war keine Enzymaktivitit fiir die ersten Stufen des Phano- 
dormabbaus nachweisbar. Diese trat nur dann auf, wenn Mikrosomen 
und Cytoplasma gleichzeitig vorhanden waren. Der niedrige Wert fiir 
den Abbau im Falle F (hier wurden Mikrosomen nach dem Abtrennen 
in der Ultrazentrifuge wieder im Cytoplasma suspendiert) riihrt wahr- 
scheinlich von einer Teil-Inaktivierung des Enzyms wihrend der Her- 
stellung dieser Fraktion her (etwa 5 Stdn.). Bei diesem Versuch trat 
nur ein einziges Abbauprodukt auf, doch sind, wie in weiteren Ver- 
suchen gezeigt werden konnte, in Fraktion C auch die Enzyme vor- 
handen, die zusammen mit DPN den weiteren Abbau bewirken. 


2. Abhingigkeit des Phanodormabbaus von Cofermenten 


Beim Evipan wurde von Cooper und Brodie? festgestellt, daB 
neben Sauerstoff auch TPN bzw. TPNH notwendig ist. Beim Phanodorm 
ist nicht TPN, sondern DPN in seiner oxydierten und reduzierten Form 
wirksam. Die Abhingigkeit der Bildung der einzelnen Metaboliten von 
der Konzentration des DPN und DPNH geht aus Abb. 1a und b hervor. 
Bei Abwesenheit des Coenzyms verliuft der Abbau praktisch nur bis 
zum Metabolit IV. 


16* 
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Mit steigender Konzentration von DPN oder DPNH wichst auch 
der Anteil der iibrigen Metaboliten. IV stieg ebenfalls mit zunehmender 
DPN-Konzentration, ein Zeichen, da seine Bildung starker durch DPN 
und DPNH beeinflu8t wird als seine Weiteroxydation. Inwieweit diese 
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Abb. 1. Coenzymabhangigkeit der Bildung der einzelnen Metaboliten beim Abbau 

von Phanodorm-[2-“C] durch Suspension C (Mikrosomen-+Cytoplasma) aus 

Rattenleber. Versuchsbedingungen wie bei Tab. 1 angegeben. Das Reaktions- 

gemisch wurde papierchromatographisch aufgetrennt (vgl. Tab. 2) und die Radio- 
aktivitat der einzelnen Banden gemessen. 
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Abb. 2. EinfluB von TPN auf den Abbau von Phanodorm-[2-“C] durch Sus- 
pension C. Ansitze wie bei Tab. 1, zusitzlich 0,1 ~»Mol DPN. Fir die Versuche in 
Abb. 2b wurde ATP statt TPN eingesetzt. 


Weiteroxydation erfolgt, wurde durch einen besonderen Versuch er- 
mittelt. Metabolit IV, der aus Papierchromatogrammen eluiert worden 


war, wurde unter gleichen Bedingungen mit 0,2 ~Mol DPN inkubiert. | 


Von der eingesetzten Substanz (0,43 ~Mol) wurden in einer Stde. 22°, 
zu III und 5% zu II abgebaut. 

Eine Klarung, ob die oxydierte oder reduzierte Form des DPN fiir 
den Ablauf der Reaktion notwendig ist, war bisher nicht méglich. Setzte 
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man einer Suspension von Mikrosomen in Phosphatpuffer (Suspension E) 
Phanodorm und je eines der genannten Cofermente (DPN, DPNH und 
TPN) zu, so wurde nur beim DPN ein Abbau beobachtet, der aber auch 
so gering war, daB keine sicheren Aussagen gemacht werden konnten. 

Zusatz von TPN beeinfluBte den Phanodormabbau bis zur Stufe IV 
nur wenig. Wenn kein DPN in der Lésung vorhanden war, wurde nur 
IV gebildet und zwar unabhiangig von der Konzentration des zugesetzten 
TPN (bis 0,4 «Mol). 

Wahlte man Bedingungen, unter denen auch andere Metaboliten 
gebildet wurden (Zusatz von DPN), so hemmte ein Zusatz von TPN 
den Abbau zu diesen Metaboliten (Abb. 2a). Verschob man durch ATP 
das Gleichgewicht zwischen DPN und TPN zugunsten der letzteren Ver- 
bindung, so wurde ebenfalls eine Abnahme des Abbaus festgestellt 
(Abb. 2b). 


3. EinfluB anderer Stoffe auf den Phanodormabbau 


Wurde Phanodorm-[#4C] (Ansatz wie bei Tab. 1 angegeben, mit 
0,1 uMol DPN) im evakuierten Thunberg-Réhrchen mit einer Lésung 
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Abb. 3. Aktivierung des 

Phanodormabbaus durch 10 

Magnesiumionen. Ansitze Yo 
mit Suspension C und 

0,1 uMol DPN, sonst wie 5 
bei Tab. 1 angegeben. 


% Aktivitat —— 
3 
\ 








2 ——<+ 1] 4 
0 5 10 5 20 7) 
L Mol Mg? —— 


von Methylenblau (1:100) versetzt, so trat bereits nach 10 Min. bei 
37° vollstandige Entfirbung ein, ein Zeichen, daB Dehydrogenasen vor- 
handen waren. Doch lieBen sich nach anschlieBender Chromatographie 
des Reaktionsgemisches keine Dehydrierungsprodukte des Phanodorms 
nachweisen. Die Entfairbung des Methylenblaus in Gegenwart von 
Phanodorm ist demnach kein Beweis fiir dessen Dehydrierung, zumal 
eine schnelle Entfarbung auch ohne Phanodormzusatz eintrat. Wurde 
die Inkubation des Phanodorms in der Zellensuspension C in Sauerstoff- 
atmosphire bei Anwesenheit von Peroxydase oder auch Katalase 
durchgefiihrt, so wurde der Abbau des Phanodorms nicht merklich 
beeinfluBt, ebenso nicht durch Blausiure, Kupfer (10-®m) oder 
Quecksilber (10-’m). Magnesium erwies sich demgegeniiber als 
starker Aktivator (Abb. 3). 
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Durch Cytochrom c (10-*m) wurde der Phanodormabbau nahezu 
volistindig gehemmt (97%). 


4. Struktur der Metaboliten 


Die bei der Oxydation in vitro bei Anwesenheit von DPN ent- 
standenen Abbauprodukte hatten bei der Papierchromatographie die 
in Tab. 2 angegebenen Ry-Werte. Bisher konnte nur III aus einem in- 
vitro-Ansatz isoliert und als 5-Athyl-5-[3’-oxo-4!-cyclohexeny]]-barbi- 
tursiure charakterisiert werden?. Die Ubereinstimmung der Ry-Werte 


Tab. 2. Rp-Werte der radioaktiven Substanzen nach Inkubation von Phanodorm- 
[2-4C] mit Rattenleberhomogenat oder Fraktion C. Lésungsmittelgemische: 
A = n-Butanol/5n Ammoniak 1:1; B = n-Butanol/Ameisenséure/Wasser 10:1:9; 
C = n-Butanol/Dimethylformamid/Wasser 5:1:4. 
Papier: Schleicher & Schiill, 2043 b. 








Substanz A B ; C 
Phanodorm . 0,67 0,98 0,90 
| ae 0,32 0,78 0,66 
| eer 0,24 0,78 0,80 
BNA mee 0,11 0,63 0,28 
Riscc bee ee: € 0 —- — 











der anderen Metaboliten mit den Stoffwechselprodukten beim Abbau 
des Phanodorms in vivo! macht eine Identitaét der Abbauprodukte 
wahrscheinlich, so daf den Metaboliten folgende Strukturen zuge- 
schrieben werden kénnen: 
I Parabansiure und Oxalursiure (Oxalsiuremonoureid), 

Il 5-Athyl-barbitursiure, 

III 5-Athyl-5-[3'-oxo-A!-cyclohexeny]]-barbitursiure, 

IV 5-Athyl-5-[3’-hydroxy-A!-cyclohexenyl]-barbitursiure. 

Wie in vivo wurde auch beim Phanodormabbau in vitro radioaktives 
CO, gebildet, das im Mittelteil der Warburg-Trége in NaOH absorbiert 
wurde. Nach Fallen mit BaCl,-Lésung enthielt der BaCO,-Niederschlag 
0,23% der eingesetzten Radioaktivitit. 


5. Zeitabhangigkeit des Phanodormabbaus 


Nach 60 Min. kam, wie aus Abb. 4 ersichtlich, der Gesamtabbau 
des Phanodorms zum Stillstand. Durch Zusatz von weiterem Phanodorm 
konnte die Reaktion nicht mehr in Gang gesetzt werden. Die Bildung 
des Metaboliten II hérte dabei schon nach 20 Min. auf, die des Meta- 
boliten III nach 40 Min. Um festzustellen, ob die Abnahme der Oxyda- 
tion méglicherweise infolge Hemmung durch ein Reaktionsprodukt ver- 
ursacht wird, wurden dem Reaktionsansatz jeweils inaktives Keto- 
Phanodorm, Hydroxy-Phanodorm und Athylbarbitursiure zugesetzt. 
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Abb. 4. Abhangigkeit des Phanodormabbaus und der Metabolitenbildung von der 
Zeit. Ansatze mit Suspension C, 0,25 uMol Phanodorm-[2-'4C] und 0,1 ~Mol 
DPN, sonst wie bei Tab. 1 angegeben. 


Tab. 3. Abbau von Phanodorm-[2-14C] durch Suspension C unter Zusatz ver- 
schiedener nichtradioaktiver Metaboliten oder von Semicarbazid (je 1 Mol). 
Ansatze wie bei Tab. 1 angegeben, 0,1 wMol DPN zusatzlich. 











— % der eingesetzten Aktivitat 
II | Til | IV | Phanodorm 
Athylbarbitursaéure (II) ... . 2,2 8,7 14,6 25,5 
3'-Ketophanodorm (III)... . 1,8 8,4 16,7 27,1 
3'-Hydroxyphanodorm (IV) . . 2,0 8,2 16,3 26,5 
Semicarbazid ........ 2,2 8,6 17,6 28,4 


Wie aus Tab. 3 hervorgeht, haben alle genannten Zusiitze praktisch 
keinen EinfluB auf den Abbau des Phanodorms und seiner Oxydations- 
produkte. Auch durch Abfangen des Ketoderivates als Semicarbazon 
wurde die quantitative Verteilung der Abbauprodukte nicht geandert. 
Eine Mikrosomensuspension erwies sich nach Istdg. Stehenlassen bei 
37° gegeniiber Phanodorm als inaktiv. 


Diskussion 


Die verschiedenen Inaktivierungszeiten der Enzyme fiir die ein- 
zelnen Reaktionsschritte des Phanodormabbaus lassen auf Unterschied- 
lichkeit der Enzyme fiir die einzelnen Stufen schlieBen. Das gesamte 
Enzymsystem ist in der Suspension von Lebermikrosomen im Cyto- 
plasma lokalisiert. Der Abbau geht nur bei Anwesenheit von Sauerstoff 
(Luft) vor sich. Ist auBer dem natiirlich vorhandenen DPN bzw. DPNH 
kein Coferment im Reaktionsansatz vorhanden, so wird Phanodorm 
nur bis zum 3’-Hydroxy-phanodorm abgebaut, das seinerseits bei An- 
wesenheit von DPN in einer Stde. bei 37° zu 27% weiteroxydiert wird. 
Wird die Inkubation mit Phanodorm und DPN vorgenommen, so wird 
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der Hauptanteil von III nicht iiber die Hydroxyverbindung, sondern 
auf einem anderen Wege gebildet ; andernfalls miiBte sich in Anwesenheit 
von DPN mit steigender TPN-Konzentration eine Anhaufung von 
3'-Hydroxy-phanodorm feststellen lassen (Abb. 2a, Kurve IV). 


3’-Hydroxy-phanodorm 
Phanodorm | 
3’-Keto-phanodorm 


Athylbarbitursaéure - Parabansaure -> Oxalursdiure > CO, 


Die Vermutung, daB es sich um eine Peroxydasereaktion handelt, 
konnte nicht bestatigt werden; dagegen sprachen das Verhalten von 
HCN, das die Peroxydasereaktion hemmen sollte, sowie von Katalase, 
die durch Zerstérung des intermediir gebildeten H,O, den Reaktions- 
verlauf beeinflussen miiBte. 


Zusammenfassung 


Der Abbau von Phanodorm-[2-'C] in vitro wurde mit Rattenleber 
untersucht. Das wirksame Enzymsystem, das in Lebermikrosomen und 
im Cytoplasma vorhanden ist, benétigt zam Abbau DPN bzw. DPNH 
und Sauerstoff. Als Abbauprodukte wurden 5-Ahyl-5-[3'-oxo-A1-cyclo- 
hexenyl]-barbitursiure, 5-Athyl-5-[3'-hydroxy-A!-cyclohexeny]]-barbi- 
tursiure und 5-Athyl-barbitursiure erkannt. 


Summary 


The breakdown of phanodorm-2-C, in vitro in rat liver, has been 
investigated. The active enzyme system, which is present in liver micro- 
somes and in the cytoplasm, requires DPN or DPNH and oxygen for 
its activity. 5-Ethyl-5-[3’-oxo-4!-cyclohexenyl]-barbituric acid, 5-ethyl- 
5-[3'-hydroxy-A!-cyclohexenyl]-barbituric acid and 5-ethyl-barbituric 
acid have been identified as metabolites. 


Prof. Dr. St.Goldschmidt, Organisch-Chemisches Institut der Techn. Hoch- 
schule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Uber Beziehungen zwischen Substanz P und Histamin 
Von 
Norbert Matussek 


Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Institut) Minchen, 
Geschiaftsfiihrender Direktor: Prof. Dr. W. Scholz, Biochemische Abteilung 
(Leiter: Priv.Doz. Dr. H. Jatzkewitz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juni 1959) 


Seit v. Euler und Gaddum! im Jahre 1931 in Alkoholextrakten 
gewisser Gewebe einen neuen, die glatte Muskulatur stimulierenden 
Stoff fanden, den sie provisorisch Substanz P nannten, ist eine groBe 
Zahl vor allem pharmakologischer Arbeiten iiber diesen Stoff erschienen. 
Auf Grund neuerer Untersuchungen vermutet man, da Substanz P 
dariiber hinaus eine Rolle als Ubertrigerstoff? oder als Erregungs- 
substanz’ sensibler Nerven spielt ; auBerdem wird sie als kérpereigenes, 
zentral wirkendes Sedativum angesehen‘. 

Wegen der Inaktivierung von Substanz-P-Priparaten durch saure 
und alkalische Hydrolyse!® sowie durch proteolytische Enzyme*-* und 
wegen ihrer Dialysierbarkeit wird allgemein angenommen, daB es sich 
um ein Peptid handelt. Obwohl schon im Jahre 1953 Substanz P als 
papierchromatographisch einheitlicher ninhydrinpositiver Stoff be- 
schrieben wurde®, ist bis heute nichts naheres iiber die chemische 
Struktur dieses Wirkstoffs bekannt. 

Swingle et al.1° wiesen im sauren Hydrolysat von Substanz-P- 
Priparaten Histaminwirksamkeit nach und vermuteten deshalb, 
daB die Praparate ein Gemisch aihnlich wirksamer Substanzen enthielten. 


1 U.S. v. Euler u. J.H.Gaddum, J. Physiology 72, 74 [1931]. 

2 F. Lembeck, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 219, 
197 [1953]. 

3H. F. Hellauer u. K. Umrath, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen 
Tiere 249, 619 [1948]; 250, 737 [1948]. 

4 P.Stern u. S. Hukovic, Naturwissenschaften 48,538 [1956]; 45, 626 
[1958]; P.Stern u. V. Dobri¢, ebenda 44,517 [1957]; G. Zetler, Naunyn- 
Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 228, 513 [1956]. 

5 A.H. Amin, T. B. B. Crawford u. J.H.Gaddum, J. Physiology 126, 
596 [1954]. 

6 U.S.v. Euler, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
181, 181 [1936]. 

7 B. Pernow, Acta physiol. scand. 34, 295 [1955]. 

8 0. Eber u. F.:Lembeck, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 229, 139 [1956]. 

® B. Pernow, Acta physiol. scand. 29, Suppl. 105, 1 [1953]. 

10 W. W. Swingle, A. F. Parlow, L. J. Brannick u. W. Barrett, Proc. 
Soc. exp. Biol. Med. 92, 594 [1956]. 
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Bei unseren Versuchen zur Reinigung der Substanz P konnten wir 
in allen Fraktionen, die Substanz-P-Aktivitaét besaBen, Histamin che- 
misch nachweisen. Dieses lieB sich jedoch pharmakologisch in man- 
chen Priparaten am isolierten Ileum des Meerschweinchens nicht be- 
stimmen. Aus diesen Griinden untersuchten wir, ob Histamin an der 
Wirkung von Substanz P beteiligt ist, oder ob es sich nur um einen 
Begleitstoff handelt, der nicht in unmittelbarer Beziehung zur Substanz P 
steht. 


Beschreibung der Versuche 


Die Substanz-P-Praparate wurden aus Rinderdirmen oder -hirnen 
extrahiert und nach bekannten Methoden’"! bis zur Ammoniumsulfatfallung 
aufgearbeitet. Die Aktivitat dieser Praparate lag zwischen 0,7 und 5 E/mg. Ferner 
wurden durch Ionenaustauschchromatographie! Praparate mit 30—70 E/mg 
gewonnen. Zum Vergleich der Aktivitiiten diente ein Standardpraparat*. Die 
Praparate wurden auch am Ileum getestet, das durch hohe Substanz-P-Dosen 
desensibilisiert worden war’. 

Heparin-Histamin wurde nach Werle hergestellt. Acetylhistamin 
verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn Prof. E. Werle. Weiterhin wurde 
verwendet: 

Katalase aus Leber fiir analytische Zwecke (Kristallsuspension), Kat-I 
15674 Biochemica ,,Boehringer“‘; Cadaverin-dihydrochlorid und Histamin- 
dihydrochlorid der Deutschen Hoffmann-LaRoche-AG; Aminoguanidin-hydro- 
gencarbonat 98—99proz. von Dr. Th. Schuchardt GmbH, Miinchen. 

Diaminoxydase war von Herrn Prof. E. Werle aus Erbsenkeimlingen 
gewonnen worden und besaB eine Aktivitat von 10700 E/ml bzw. 2820 E/mg 
Protein (Definition der Einheit siehe 1. c.1°). Das Enzym besaB im Test nach 
Anson! keine proteolytische Aktivitat!’. Zur Priifung auf Peptidasen 
wurden 40 wl (43 E) Diaminoxydase 6 Stdn. mit Leucyl-glycyl-glycin unter den 
gleichen Bedingungen inkubiert wie die Substanz-P-Praparate. Nach der Inku- 
bation wurden die Ansatze 3 Min. bei 100° inaktiviert, der ausgefallene Eiweif- 
niederschlag abzentrifugiert und im Uberstand mit Ninhydrin!® bei 570 mu im 
Zeiss-Spektrophotometer PM QII gemessen. Als Blindwert diente der gleiche 


Ansatz, aber unter Zusatz eines 3 Min. bei 100° inaktivierten Enzympraparates. | 


Zur Hydrolyse wurden 2 mg Substanz P mit 1 ml 2n HCl im Reagenzglas 
in die Dampfphase eines kochenden Wasserbades gehangt. AnschlieBend wurden 
die Ansatze eingefroren, lyophilisiert und zur vollstandigen Entfernung der Salz- 
siure zweimal mit Wasser aufgenommen und wiederum lyophilisiert. Bei der 
alkalischen Hydrolyse wurden 2 mg Substanz P in 0,2 ml In Natronlauge auf- 
genommen. Nach der Einwirkung auf dem Wasserbad wurde sofort mit Salzsiure 
neutralisiert und die Lésung am isolierten Ileum des Meerschweinchens getestet 
bzw. lyophilisiert und zur Elektrophorese herangezogen. 

Test am isolierten Ileum des Meerschweinchens: Die in Tyrode auf- 
genommenen Fraktionen wurden in einem 3-m/-Darmbad bei 35° am isolierten 


11 U.S. v. Euler, Acta physiol. scand. 4, 373 [1942]. 

12 N. Matussek u. H. Jatzkewitz, erscheint demnachst. 

13 J.H.Gaddum, J. Physiology 119, 363 [1953]. 

14K. Werle u. R. Amann, Klin. Wschr. 34, 624 [1956]. 

15 EK. Werle, G. Beaucamp u. V.Schirren, Planta 58, 125 [1959]. 

16 M.L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 561 [1937]; 22, 79 [1938]. 

17 Private Mitteilung von Herrn Prof. E. Werle. 

18 §. Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 

* Das Standardpraparat verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn Doz. 
Dr. F. Lembeck. 
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Ileum des Meerschweinchens mit und ohne Antistin* (2 y/m/ Darmbad) getestet. 
Der Histamin-Wert ergab sich aus der Differenz der beiden Kontraktionen im 
Vergleich mit einer bekannten Histamin-Menge. In der Diskussion wird darauf 
eingegangen, daB mit dieser Methode sicher nicht der genaue Histamingehalt er- 
mittelt wird. Zum Test fiir Substanz P wurden dem Darmbad zusitzlich 0,2 y 
Atropin und 40 y Tryptamin/m/ Tyrode zugesetzt. Fraktionen, in denen das Vor- 
kommen von Serotonin ausgeschlossen werden konnte, wurden ohne Tryptamin 
etestet. 

4 Zur papierchromatographischen Identifizierung des Histamins wurden 
folgende Systeme aufsteigend verwendet: 

1. n-Amylalkohol/Methanol/10proz. Ammoniak 7:2: 11%. Dieses System trennt 
Mono-, Di- und Trimethyl-Histamin. 

2. Pyridin/Wasser 65: 35°, Als Papier diente Schleicher & Schiill 2043b. 
Als Vergleich lief reines Histamin mit. 

Die Hochvoltelektrophorese wurde mit dem ,,Pherograph-Frankfurt“ 
nach Th. Wieland und G.Pfleiderer der Fa. W. E. Vetter, Heidelberg, aus- 
gefiihrt. Das Papier (Macherey & Nagel 214) wurde vorher mit Aceton, Essigsiure 
und Wasser gewaschen. Meist wurde mit Pyridin-Acetat-Puffer, py 6,0, gearbeitet 
(100 ml Pyridin + 10 mi Eisessig + 890 m/ Wasser). Die Laufzeit betrug 60 Min. 
bei einem Spannungsgefalle von 40 V/cm. Als Vergleich lief Histamin mit. 

Chromatogramme und Pherogramme wurden 1. mit 0,5proz. Ninhydrinlésung 
in wassergesaétt. Butanol und 2. mit diazotierter Sulfanilsaure®! entwickelt. 
Auswertung der Elektropherogramme: 

1. Kolorimetrisch: Nach dem Entwickeln mit Ninhydrin wurden die 
Streifen mit dem Chromatogramm-Zusatz fiir das Zeiss PM Q II Gerat bei 570 mu 
ausgewertet. 

2. Biologisch: Nach Elution von 1 cm breiten Streifen mit 0,5 m Essig- 
siure mittels einer Kapillare? wurden die Fraktionen lyophilisiert. Ob die Elu- 
tion unter N, oder in Luft vorgenommen wurde, war fiir die Aktivitatsausbeute 
ohne Bedeutung. Es war fiir die biologische Auswertung am Meerschweinchen-Ileum 
besser, die Aktivitét vom Papier zu eluieren und die getrockneten Eluate zu 
testen, anstatt unmittelbar die Papierstreifen in das Darmbad zu hangen. 

Enzymatischer Abbau von Substanz P mit Diaminoxydase: 1 E 
Substanz P wurde mit 10—50 wl Diaminoxydase und 0,3 ul Katalase in 0,067m 
Na-Phosphatpuffer vom py 7,0 oder in Tyrode vom pg 8,0 inkubiert. Das End- 
volumen des Ansatzes betrug 0,3—0,4 ml. Nach der Inkubation wurde 3 Min. bei 
100° inaktiviert. Fiir den Test am isolierten Ileum des Meerschweinchens wurde 
als Vergleichswert der gleiche Ansatz, jedoch in Gegenwart von 10-5m Amino- 
guanidin genommen. Vorher war festgestellt worden, daB8 Aminoguanidin in dieser 
Konzentration die Kontraktion des Ileums nicht beeinfluBt und daB der Abbau 
durch Aminoguanidin total gehemmt wird. 

Reaktion mit salpetriger Saure: Um einen Anhalt fiir die zur Um- 
setzung notwendige Nitritmenge im Substanz-P-Praparat zu erhalten, wurde mit 
1 mg Ammoniumsulfat-Niederschlag von 0,7 E/mg die Ninhydrinreaktion!*® durch- 
gefiihrt. Danach sind héchstens 1,1 ~Mol Amin/mg Substanz-P-Praparat vor- 
handen. 

In Anlehnung an Gaddum und Schild” wurden 25 mg der Fraktion in 3 ml 
Wasser aufgenommen und die Lésung auf annahernd py 5,0 gebracht. Danach 
wurden 60 uMol, d.h. etwas mehr als das Doppelte der erforderlichen Menge 


19 W. Appel u. E. Werle, Arzneimittel-Forsch. 9, 22 [1959]. 

20 F. Turba, Chromatographische Methoden in der Protein-Chemie, S. 178, 
Springer Verlag, Heidelberg 1954. 

21 B.N. Ames u. H. K. Mitchell, J. Amer. chem. Soc. 74, 252 [1952]. 

22 F. Sanger u. H. Tuppy, Biochem. J. 49, 466 [1951]. 

23 J.H.Gaddum u. H.Schild, J. Physiology 88,1 [1934]. 

* Handelspraparat (Ciba): 2-[N-Benzyl-anilinomethy]]-imidazolin. 














944 Norbert Matussek, Bd. 316 (1959) 


NaNO, zugegeben. Die Ansaitze wurden in kochendes Wasser gestellt. Der py-Wert 
wurde mit Schwefelsaure auf 5,0—5,5 gehalten. Nach 15 und 60 Min. wurde ab- 
gekiihlt und 60 uMol Schwefelséure zugegeben, um iiberschiiss. Nitrit zu entfernen. 
Als Vergleichswerte dienten zwei gleiche Ansitze, von denen jedoch dem einen 
unmittelbar nach der NaNO,-Zugabe, ohne vorher zu erhitzen, die entsprechende 
Menge Schwefelsaure zugefiigt wurde (px 3,0); der andere wurde ohne Nitritzusatz 
beim gleichen py-Wert 60 Min. auf 100° erhitzt. Dadurch sollte eine evtl. mégliche 
Inaktivierung bei Einwirkung der Saure erfaBt werden. Alle Ansaétze wurden im 
Vak. solange eingeengt, bis die Nitritreaktion mit KJ-Starke-Papier ausblieb. 
Dann wurde neutralisiert und auf 5 m/ aufgefiillt. Zum Test wurden 50 bzw. 
100 wl der Ansitze verwendet. — 

In einem anderen Ansatz wurden 200 «Mol Nitrit zugegeben und bei px 5,0 
und 100°-5, 60 und 120 Min. erhitzt. Dann wurden 200 uMol Valin zugefiigt, um 
dadurch iiberschiissiges Nitrit bei py 5 zu entfernen. Nach ldstdg. Aufbewahren 
bei Zimmertemperatur und wiederholtem Schiitteln wurde neutralisiert, auf 5 ml 
aufgefillt und getestet. 


Ergebnisse 


Abb. 1 zeigt, daB bei saurer Hydrolyse von Substanz-P-Praparaten 
in Ubereinstimmung mit 1. c.1° mit Abnahme der Substanz-P-Aktivitat 
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Abb. 1. Anderungen der am iso- 
lierten Meerschweinchen-Ileum ge- 
messenen Aktivititen bei Hydro- 
lyse eines Substanz-P-Praparates 
(0,7 E/mg) mit 2n HCl bei 100°. 
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20-3 +—20 1: Abnahme der Substanz-P-Ak- 
tivitat; 2: Histamin-Wirksamkeit 
0 030 : 1030 (ohne Elektrophorese). 
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eine Zunahme der Histamin-Wirksamkeit verbunden ist. DaB es sich 
dabei wirklich um Histamin und nicht um ein biologisch aktives Derivat 
desselben handelt, konnte durch Hochvoltelektrophorese sowie durch 
Papierchromatographie in verschiedenen Systemen weitgehend sicher- 
gestellt werden. Das bei der Hydrolyse freigewordene Histamin kann 
nicht aus Acetylhistamin oder Heparinhistamin stammen, da Acetyl- 
histamin und Heparin nach der Elektrophorese nicht gefunden wurden. 
Das freigewordene Histamin lieB sich am isolierten Meerschweinchen- 
Ileum bei saurer Hydrolyse meist, bei alkalischer Hydrolyse immer 
erst nach der Elektrophorese nachweisen. Darauf wird in der Diskussion 
ausfiihrlich eingegangen. In allen Substanz-P-Praiparaten wurde eine 
eindeutige Vermehrung des Histamins nach der Hydrolyse sicher- 
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gestellt. Sowohl Substanz P als auch Histamin wandern bei pg 6,0 ka- 
thodisch® 4, Wiahrend Histamin beim Entwickeln des Papiers mit 
Ninhydrin als scharfe Bande sichtbar wird, findet sich die Substanz- 
P-Aktivitaét in einer breiten, verschmierten, im UV-Licht fluoreszieren- 
den, ninhydrinpositiven Zone (s. Abb. 2). Wird diese eluiert und noch- 
mals unter gleichen Bedingungen der Elektrophorese unterworfen, so 
findet sich neben Substanz P wiederum freies Histamin. Die Ausbeute 
an Substanz-P-Aktivitét nach jeder Elektrophorese betragt nur unge- 
fihr 10%. In Praparaten von 60 E/mg war die Histaminbande starker 
entwickelt als in solchen von 1—5 E/mg. 

Um aber einen méglichen Zusammenhang zwischen der Histamin- 
freisetzung und Substanz-P-Inaktivierung genauer zu priifen, wurden 


1 
Abb. 2. Auftrennung eines Substanz-P- = 


Praparates (5 E/mg) durch Hochvolt- 
elektrophorese mit Pyridin-Acetat: 
Puffer, px 6,0; 40 V/cm; 60 Min. Das 
Pherogramm wurde mit Ninhydrin 
entwickelt und bei 570 my ausgewertet. 
1 = Zone mit Substanz-P-Aktivitat ; 

2 = Histaminbande. 
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Substanz-P-Praparate mit Diaminoxydase inkubiert. Denn mit dieser 
Methode sollte es méglich sein, unter schonenden Bedingungen Histamin 
selektiv abzubauen. 

Schon friiher?® wurde ein Abbau von Substanz P durch Diamin- 
oxydase beschrieben. Diese Inaktivierung wurde jedoch auf vorhandene 
proteolytische Aktivitaét in der verwendeten Diaminoxydase zuriick- 
gefiihrt. Reine Diaminoxydase sollte demnach keine Wirkung auf Sub- 
stanz P ausiiben. Obwohl in unserer Diaminoxydase aus Erbsenkeim- 
lingen weder Proteasen noch Peptidasen nachzuweisen waren, wurde 
Substanz P durch dieses Enzym rasch inaktiviert (Abb. 3). In Gegen- 
wart von Aminoguanidin, einem Hemmstoff der Diaminoxydase*®, wird 
Substanz P nicht inaktiviert. 

Der enzymatische Abbau von Substanz P durch Diaminoxydase im 
Zusammenhang mit den Ergebnissen der Hydrolyse und Elektrophorese 
machen es sehr wahrscheinlich, daB Histamin an der Wirkung von 
Substanz P beteiligt ist. 

Der Befund anderer Autoren?® scheint mit dieser Annahme aber 
nicht in Einklang zu stehen. Denn danach soll Substanz P gezeniiber 
Nitrit in schwach saurer Lisung bestiindig sein und sich u. a. dadurch 


24 B. Pernow u. M. Rocha e Silva, Acta physiol. scand. 34, 59 [1955]. 

25 U. B. Arvidsson, B. Pernow u. B.Swedin, Acta physiol. scand. 35, 
338 [1956]. 

26 W. Schuler, Experientia [Basel], 13, 230 [1952]. 
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vom Histamin unterscheiden. Die Autoren fanden eine 5—10% geringere 
biologische Wirksamkeit der Substanz-P-Priiparate, wenn 3 Min. bei 
100° desaminiert wurde. Dieser geringe Verlust der biologischen Wirkung 
wurde auf im Substanz-P-Priparat vorhandenes freies Histamin zuriick- 
gefiihrt. In einem Experiment soll auch nach 90 Min. bei 100° keine 
Inaktivierung stattgefunden haben. 

Um zu priifen, wie sich Substanz P gegeniiber der Nitriteinwirkung 
verhalt, wiederholten wir in Anlehnung an diese Versuche die Des- 
aminierung. Wir testeten unsere Priiparate jedoch im Gegensatz zu den 
oben angefiihrten Autoren in Gegenwart von Antistin und Tryptamin, 
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so daB das vorhandene Histamin, aber auch eventuell vorhandenes 
Serotonin nicht erfaBt wurde. Trotzdem fanden wir gegeniiber der Aus- 
gangsfraktion bei 100° nach 15 Min. nur 70% und nach 60 Min. nur 
noch 45—50% der Substanz-P-Aktivitit wieder. Wenn die Nitritzer- 
stérung durch Valinzusatz (s. Versuchsteil) vorgenommen wurde, trat 
nach 15 Stdn. bei Zimmertemperatur sogar ein totaler Verlust der 
Substanz-P-Aktivitat ein. 


Diskussion 

Unsere Untersuchungen legen den SchluB nahe, daB Histamin an 

der Wirkung von Substanz P beteiligt ist. Wir nehmen vorlaufig an, 
daB es sich um eine Form von gebundenem Histamin handelt, die im 
Gegensatz zum Heparin-Histamin und Acetylhistamin teilweise bio- 
logisch wirksam ist. Die Bindung an das Trigermolekiil kénnte auch die 
langsamere Inaktivierung durch Nitrit und durch Diaminoxydase er- 
klaren, obwohl quantitative Vergleiche erst dann angestellt werden 
kénnen, wenn der Histamingehalt von Substanz P bekannt ist. Der 
Sauerstoffverbrauch von Substanz-P-Priaparaten bei der Inkubation mit 
Diaminoxydase konnte noch nicht gemessen werden, da nicht geniigend 
hochgereinigtes Substrat zur Verfiigung stand. Aus Abb. 1 ist zu ent- 
nehmen, daB auch nach volliger Inaktivierung von Substanz P weiter 
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Histamin freigesetzt wird. Daraus folgt, daB fiir die Wirkung von 
Substanz P eine bestimmte Mindestkonzentration an gebundenem 
Histamin notwendig ist. 

Wenn am Substanz-P-Effekt Histamin beteiligt ist, dann ergeben 
sich folgende Fragen: 


1. Warum hemmen Antihistamine nicht die Substanz-P-Wirkung ? 
2. Warum wird Substanz P durch proteolytische Enzyme, Siure 
und Alkali inaktiviert, obwohl dabei Histamin nicht angegriffen wird ? 


ad 1.: Da das in Substanz P vorhandene Histamin an denselben 
Rezeptoren angreifen wird wie freies Histamin, miiBte in Substanz- 
P-Priparaten eine Substanz vorhanden oder mit Substanz P identisch 
sein, die die Wirkung der Antihistamine aufhebt. Eine derartige Wirkung 
von Substanz-P-Praparaten kann auch tatsichlich demonstriert werden: 
Wenn man zu der elektrophoretisch gereinigten Substanz P Histamin 
hinzufiigt, wird dieses durch Antihistamine nur zu ungefihr 50% ge- 
hemmt. Durch Zusatz von Histamin liBt sich auf diese Weise die 
Substanz-P-Aktivitat betrichtlich erhéhen. 

Es ist anzunehmen, daB das bei der Elektrophorese abgetrennte 
Histamin die geringe Aktivitiitsausbeute an Substanz P bedingt und 
durch Zusatz von Histamin eine Reaktivierung stattfindet. Wenn 
gleiche Gewichtsmengen an Substanz P und Histamin unmittelbar nach- 
einander ins Darmbad gegeben werden, ist dieser Effekt nicht zu beob- 
achten*. Daraus wire zu schlieBen, daB das Histamin erst mit seinem 
Partner reagieren muB, um den Substanz-P-Effekt zu bewirken. 

ad 2.: Die Inaktivierung von Substanz P durch Proteolyse und 
Hydrolyse la8t sich méglicherweise dadurch erkliren, daB unter diesen 
Bedingungen Antihistamine gebildet werden und auBerdem die oben 
beschriebene antihistaminaufhebende Wirkung verloren geht. Das Auf- 
treten von Antihistaminen, vor allem in den Ammoniumsulfat-Nieder- 
schligen, laBt sich wie folgt zeigen: In den meisten Ansitzen konnte 
Histamin nach saurer Hydrolyse am isolierten Ileum des Meerschwein- 
chens nicht bestimmt werden. Dies war erst nach der Elektrophorese 
méglich. AuBerdem liBt sich freies Histamin, das Ansitzen nach 90 Min. 
langer Hydrolyse mit 2n HCl oder mit Chymotrypsin zugefiigt worden 
war, pharmakologisch am Meerschweinchenileum nicht bestimmen. 
Deshalb liegen die in Abb. 1 anyegebenen Histaminwerte sicherlich zu 
tief. Nach vorliufigen Untersuchungen sind die erforderlichen Mengen 
dieser Fraktionen, die die Histaminkontraktion hemmen, jedoch sehr 
groB. Die Antihistaminwirkung solcher proteolytisch und hydrolytisch 
inaktivierter Substanz-P-Praparate ist méglicherweise auf das Vor- 
kommen von Arginin und Histidin — evtl. auch im Peptidverband — 
zuriickzufiihren. Neben anderen finden sich diese beiden Aminosiiuren 


* Untersuchungen iiber die optimalen Bedingungen der Reaktivierung von 
Substanz-P-Praparaten mit Histamin sind im Gange. 
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regelmaBig in Substanz-P-Hydrolysaten. Auf die Antihistamineigen- 
schaften dieser Aminosiuren ist aber schon friiher hingewiesen worden?’. 

Wir sind augenblicklich noch nicht in der Lage, iiber das Trager- 
molekiil, an das das Histamin gebunden ist, und iiber die Art der Bindung 
weitere Aussagen zu machen. 


Anm. b. d. Korr.: Ein Substanz-P-Praparat von 214 E/mg, das uns freun1- 
licherweise die Firma Hoffmann-LaRoche-AG, Basel, zur Verfiigung stellte, ver- 
hielt sich in den Versuchen wie unsere durch Ionenaustauschchromatographie 
gereinigten Fraktionen. Aus diesem Substanz-P-Praparat wurde ebenfalls durch 
saure Hydrolyse Histamin frei; es lie8 sich durch Inkubation mit Diaminoxy- 
dase inaktivieren und zeigte ein nahezu identisches Elektropherogramm. 


Besonders méchte ich Herrn Priv.Doz. Dr. H. Jatzkewitz fir seine stete 
Anteilnahme und groBe Unterstiitzung herzlich danken. Fiir die groBziigige Uber- 
lassung von Praparaten und fir die Diskussionen méchte ich Herrn Prof. Dr. 
E. Werle sehr danken. Nicht zuletzt sei Fraulein Ursula Patschke fir uner- 
miidliche und wertvolle experimentelle Mithilfe gedankt. Die Arbeit wurde iiber 
Herrn Dr. Jatzkewitz mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
gefordert. 


Zusammenfassung 


Aus den Untersuchungen ergeben sich folgende Beziehungen zwi- 
schen Substanz P und Histamin: 

1. Bei saurer Hydrolyse und bei der Hochvoltelektrophorese wird 
aus Substanz-P-Priparaten Histamin freigesetzt. Gleichzeitig ist damit 
ein Verlust der Substanz-P-Aktivitat verbunden. 

2. Substanz-P-Praparate lassen sich durch Diaminoxydase oder 
durch salpetrige Saéure inaktivieren. 

3. Da.sich ferner durch Histaminzusatz die Aktivitat bestimmter 
Substanz-P-Fraktionen erhéhen liBt, wird vermutet, daB es sich bei 
Substanz P méglicherweise um eine noch unbekannte Form von ge- 
bundenem Histamin handelt. 

Es wird diskutiert, warum Antihistamine gegeniiber Substanz P 
wirkungslos sind und Substanz-P-Priaparate durch Proteolyse und saure 
und alkalische Hydrolyse inaktiviert werden, obwohl das fiir den 
Substanz-P-Effekt notwendige Histamin unter diesen Bedingungen nicht 
zerstort wird. 


Summary 


The following relations between substance P and histamine are 
established by the experiments: 

1. Acid hydrolysis and high potential electrophoresis release hist- 
amine from substance P preparations with concomitant loss of the 
substance P activity. 

2. Substance P preparations can be inactivated by diamine oxydase 
or by nitrous acid. 








27 §.Edlbacher, P.Jucker u. H. Baur, diese Z. 247,63 [1937]; D. 
Ackermann, Naturwissenschaften 27,15 [1939]. 
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3. Since addition of histamine activates certain fractions of sub- 
stance P, it is proposed that substance P is possibly a yet unknown form 
of bound histamine. 

The reasons are discussed for the failure of antihistamines to act 
upon substance P and for the inactivation of substance P preparations 
by proteolysis and by acid or alkaline hydrolysis, although histamine, 
necessary for the substance P effect, is not destroyed under these 
conditions. 


Dr. N. Matussek, Deutsche Forschungsanstalt fiir Psychiatrie, Miinchen 23, 
Kraepelinstr. 2. 
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Vergleich der Hemmeffekte 
von Zink, Per-Sauerstoff und Alkylierungsmitteln 
gegeniiber Triosephosphatdehydrogenase und Aldolase * 
Von 
Giinther Weitzel und Werner Schaeg 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiitbingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mai 1959) 


Die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 
ist seit langem als thiolhaltiges, gegeniiber SH-Reagenzien hochempfind- 
liches Protein bekannt. Green und Mitarbeiter! berichteten bereits 1937 
iiber die Inaktivierung des Fermentes durch sehr geringe Jodacetat- 
Konzentrationen, Rapkine? fand 1938 vollstindige Hemmung durch 
SS-Glutathion, Jod und Kupfer (I)-oxyd, Mackworth? bestitigte 1948 
die abnorm hohe Empfindlichkeit der Muskel-GAPDH gegeniiber Jod- 
acetat, Velick* und Halsey® beobachteten die sofortige und véllige 
Blockierung der GAPDH aus Muskel und Hefe durch Quecksilberver- 
bindungen. Amperometrische Methoden ergaben fiir GAPDH aus Muskel 
einen Gesamtgehalt von 11 SH-Gruppen pro Molekel®. Bei der Oxydation 
des Fermentes mit o-Jodosobenzoat reagierte Hefe-GAPDH mit 6, 
Muskel-GAPDH mit 11 Aquivalenten 0-Jodosobenzoat’. 

Alle Autoren stimmen darin iiberein, daB die Aktivitat der GAPDH 
aus Hefe oder Muskel an die Gegenwart mehrerer freier Thiolgruppen im 
Fermentprotein gebunden ist und dai dementsprechend Schwermetalle, 
Oxydationsmittel und Alkylierungsmittel das Ferment inaktivieren. Unter 
den bisher gepriiften Schwermetallen finden sich Quecksilber** und 
Kupfer?; dagegen fehlen Untersuchungen mit dem — nach dem Eisen — 
wichtigsten zellvertrauten Schwermetall, dem Zink. 


* Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: ADTA = Athylendiamin- 
tetraacetat (Dinatriumsalz) = Komplexon III; ALD = Fructosediphosphat- 
Aldolase; DPN = Diphosphopyridinnucleotid; FDP = Fructosediphosphat; 
GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Triosephosphat-Dehydro- 
genase); TRA = Triathanolamin- hydrochlorid; PCMB = p-Chlormercuri-benzoat. 

1D. Green, D. Needham u. J. Dewan; Biochem. J. 81, 2327 [1937]. 

2 L. Rapkine, Biochem. J. 32, 1729 [1938]. 

3 J. Mackworth, Biochem. J. 42, 82 [1948]. 

4S. Velick, J. biol. Chemistry 2038, 563 [1953]. 

5 Y. Halsey, J. biol. Chemistry 214, 589 [1955]. 

6 R. E. Benesch, H. Lardy u. R. Benesch, J. biol. Chemistry 216, 663 
[1955]. 
7 G..Rafter, Arch. Biochem. Biophysics 67, 267 [1957]. 
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Die Fructose-diphosphat-aldolase (ALD) gehért wie GAPDH 
zu den SH-reichen Proteinen. Bemerkenswert ist ihr Verhalten gegeniiber 
Schwermetallen : Hefe-ALD wirkt als Schwermetallkomplex und wird z. B. 
durch Zn® aktiviert, wihrend Muskel-ALD Schwermetalle nicht zur 
Wirkung bendtigt®. Die amperometrische Methode ergab fiir ALD aus 
Muskel einen Gesamtgehalt von ca. 20 aktiven und 9 inaktiven SH- 
Gruppen pro Molekel®. Dementsprechend wird auch ALD durch SH- 
Reagenzien inaktiviert. Systematische Untersuchungen iiber eine etwaige 
Zinkhemmung der Muskel-ALD lagen bisher nicht vor. 

Nachstehend berichten wir iiber den Einflu8 von Zinkver- 
bindungen auf die Aktivitat von Muskel-GAPDH und -ALD. 
Um das Ausma8 der Zinkeffekte vergleichen zu kénnen, priiften wir 
in Parallelversuchen weitere Schwermetalle, einige Alkylierungsmittel so- 
wie verschiedene Oxydationsmittel aus der Gruppe der Per-Sauerstoff- 
Verbindungen. 


Material und Methodik 


Substanzen: GAPDH und ALD kristallin aus Kaninchenmuskel, DPN 
reinst, FDP und TRA: samtlich Praparate von C. F. Boehringer & S., Mannheim. 
Inhibitoren: Angaben s.u. im Text. Serum: Humanserum-Konserve, Behring- 
Werke, Marburg. 

Methodik: Aktivitaétsbestimmungen in Anlehnung an die Aldolasebestim- 
mung von Warburg und Christian® mit FDP als Substrat, wobei fiir die 
GAPDH-Messungen Aldolase Hilfsferment ist. S. hierzu Boehringer-Merkblatt 
GAPDH (1956). Fir die optischen Messungen dienten Eppendorf-Photometer 
und Zei8-Spektralphotometer PMQ II; gemessen wurde eine Extinktionszunahme 
von 0,05 Extinktionseinheiten bei 366 my. 

Ansatz: 2,16 cm? 0,05m TRA-Puffer, px 7,6; 0,1 cm? DPN reinst 100 mg/ 
10 cm’; 0,2 cm’ 0,lm FDP (etwa 20 mg/Ansatz); 0,02 cm? ALD (= 0,2 mg En- 
zym); 0,02 cm? GAPDH, auf 1:20 verdiinnt (= 0,01 mg Enzym); 0,1 cm® 5,4- 
proz. Natriumarsenat-Lésung; 0,1—0,3 cm? der zu untersuchenden Inhibitor- 
Lésung und 0,3—0,1 cm’ bidest. Wasser, beide zusammen stets 0,4 cm’. Gesamt- 
volumen 3cm*. Auf Variationen der Enzymmengen des Ansatzes wird weiter 
unten im Text hingewiesen. 

Das System besitzt ausreichende Nullaktivitét ohne Zusatz von Cystein. 
Eine weitere Aktivierung durch Zugabe von Cystein oder Glutathion verbietet 
sich infolge der vorliegenden Fragestellung. 


Ergebnisse 


I. GAPDH-Hemmung durch Zink 
im Vergleich zu anderen Schwermetallen 
Dem Ansatz beigefiigte Schwermetalle kénnen nicht nur mit GAPDH 
und ALD, sondern ebenso mit den anderen Bestandteilen des Systems 
reagieren. Die Beurteilung der Einzelkomponenten des Ansatzes ergibt 
folgendes Bild: TRA-Puffer zeigt keine nennenswerte Affinitaét zu 
Schwermetallen, auch DPN scheidet wegen seines sehr geringen Bindungs- 
vermégens?® fiir Schwermetalle als Stérfaktor aus. Dagegen kommt FDP 


8 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. $14, 149 [1943]. 
® G. Weitzel u. Th. Spehr, diese Z. 318, 212 [1958]. . 


Lo 











252 Giinther Weitzel und Werner Schaeg, Bd. 316 (1959) 


als Metallbindner in Frage. Zwar fehlen im Schrifttum nihere Angaben 
iiber das Bindungsvermégen von Hexose-mono- und -diphosphorsiuren 
fiir Schwermetalle. In eigenen Messungen (unveréffentlicht) fanden wir 
jedoch, daB phosphorylierte Polyhydroxylverbindungen héhere Schwer- 
metallbindung als Phosphat selbst besitzen und daB insbesondere FDP 
iiber betrachtliches Zinkbindungsvermégen verfiigt. Es ist daher damit zu 
rechnen, da die in den Hemmungsversuchen eingesetzten Schwermetall- 
konzentrationen z. T. auch durch das in den Ansitzen enthaltene FDP 
(ca. 0,1 molar = 20 mg pro Arisatz) gebunden werden. Ahnliches gilt fiir 
das zum Start der Reaktion benutzte Arsenat: Es besitzt etwa ebenso 
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Abb. 1. Hemmung von Muskel-GAPDH durch Schwermetalle. 


Kupfer, Cadmiym Zink, Cobalt und Nickel als Acetate, Quecksilber als PCMB; 
in TRA-Puffer (—) und in Serum (----- ) (py 7,6). 1 = PCMB, 2 = Cu, 3 = Cd, 
i= Zan, 56 = Co, 6 = Ni. 


hohe Schwermetallaffinitét wie Phosphat, so daB es gleichfalls als kon- 
kurrierender Metallbindner anzusehen ist. Da aber die Schwermetallaffini- 
tat proteinogener Thiolgruppen ganz erheblich hoéher liegt als diejenice 
aller iibrigen Komponenten des Ansatzes, ist die Ferment-Metall-Reak- 
tion als begrenzender Faktor fiir die Aktivitat der Ansaitze zu betrachten. 
Die Gesamtheit der iibrigen Substanzen wirkt daher als metallbindendes 
Depot, welches zwar Schwermetalle an sich zieht, jedoch der Metall- 
affinitat der beiden Fermente unterlegen ist. 

In den nachstehend zunachst beschriebenen Hemmungsversuchen 
ist GAPDH im Ansatz der limitierende Faktor, da auf 10 y GAPDH 
200 y ALD kommen. Weiter unten wird gezeigt (Abschnitt III), daB bei 
einem solchen ALD-UberschuB die beobachteten Inhibitoreffekte prak- 
tisch nur auf GAPDH zu beziehen sind. 

Abb. 1 gibt einen Uberblick iiber die Hemmung der GAPDH durch 
verschiedene Schwermetalle, die hier mit Ausnahme von Quecksilber als 
Acetate eingesetzt wurden. Die Ansitze in TRA-Puffer (ausgezogene 
Kurven) zeigen die zu erwartende Abstufung der Metallhemmungen, 
welche in der Reihenfolge Hg, Cu, Cd, Zn, Ni, Co abnehmen. Die noch 
wirksamen Grenzverdiinnungen der gepriiften Metalle lassen die hohe 
Empfindlichkeit des Fermentes gegeniiber der Mercaptidbildung erken- 
nen; auch Zink ist stark wirksam, denn es fiihrt in 10-5m Konzentration 
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eine fast 50 proz. Hemmung des Systems herbei. Die in Abb. 1 enthaltenen 
Kurven geben Versuche mit Sofortstart wieder. Wihrend die Mercaptid- 
bildung bei Cu, Cd, Zn, Ni und Co praktisch momentan verlauft, trifft 
dies fiir PCMB nicht zu. Verlangert man die Einwirkungszeit von PCMB 
(Kontrollversuche mit Vorinkubation), so erreicht man noch hdéhere 
Inhibitoreffekte. 

Um die Versuchsanordnung etwas mehr biologischen Verhiltnissen 
zu nahern, ersetzten wir den TRA-Puffer durch menschliches Serum 
(gestrichelte Kurven). Man erkennt in Abb. 1, daB dadurch die Hemm- 
effekte erheblich vermindert werden, denn zur Erzielung gleicher Wir- 
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Abb. 2. EinfluB des metallbindenden Liganden auf die Schwermetallhemmung 
von Muskel-GAPDH. 
1 = Kupfersulfat, 2 = Kupfer-histidinat (1:2), 3 = Zink-glycinat (1:2), 4 = Zink- 
cysteinat (1:2), 5 = Zink-ADTA (1:1); —— in TRA-Puffer; ---- in menschlichem 
. Serum (py 7,6). 


kungen wie im Puffer ist eine Erhéhung der Metallkonzentration um 
jeweils 1 bis 2 Zehnerpotenzen erforderlich. Die Schwermetallbindung 
durch das SerumeiweiB macht sich hier bemerkbar. Schon die Null- 
aktivitait des Systems ist im Serum deutlich gréBer als im TRA-Puffer, 
da dieser, wie erwihnt, praktisch kein Bindungsvermégen fiir Schwer- 
metalle besitzt. Die Reihenfolge der Metallhemmungen ist im Serum die 
gleiche wie im Puffer; die am schwichsten wirksamen Metalle Ni und Co 
lassen im Serum keine Hemmeffekte mehr erkennen. 

EinfluB des Liganden. Die vergleichende Priifung verschiedener 
Verbindungen desselben Schwermetalls im GAPDH-Test zeigte, daB der 
Ligand den Inhibitoreffekt variieren kann. Beispiele dafiir finden sich 
in Abb. 2: Im TRA-Puffer wie auch im Serum hemmen die starken 
Komplexe Kupfer-histidinat (1:2) und Zink-cysteinat (1:2) jeweils etwas 
schwiicher als Kupfersulfat bzw. Zinkglycinat. Dieses Verhalten diirfte 
auf der Konkurrenz der Liganden des Systems um das Metallion beruhen: 
je stabiler der zugesetzte Metallkomplex ist, umso weniger Metall ist fiir 
die Fermenthemmung verfiigbar. Infolge der hohen Metallaffinitait von 
SH-Proteinen wird der Effekt nur bei Anwesenheit von Liganden ahnlich 
hoher Metallaffinitat erkennbar, d. h. noch nicht bei Zinkglycinat, dessen 
Hemmungskurve mit derjenigen von Zinkacetat (Abb. 1) praktisch 
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identisch ist. Der starkste hier eingesetzte Zinkkomplex, das Zink- 
komplexonat (= Zink-ADTA), weist dementsprechend die geringste 
Hemmwirkung der in Abb. 2 enthaltenen Zinkverbindungen auf. Zur 
50proz. Hemmung des Systems sind von Zinkkomplexonat Konzen- 
trationen erforderlich, die um etwa 3 Zehnerpotenzen hoher liegen als die 
von Zinkacetat oder Zinkglycinat ! 

Das stark abweichende Verhalten des Zink-komplexonates (1:1) 
diirfte jedoch nicht nur dessen hoher Stabilitat (overall-Konstante 16,26), 
sondern zugleich auch der 1: i1-Struktur zuzuschreiben sein. Wahrend die 
anderen Komplexe der Abb. 2 pro Ligand 1% Zn” assoziieren, bindet 
ADTA pro Ligand 1 Zn”, so daB hier die Bildung gemischter Protein- 
Zn-R-Komplexe ausscheidet. Denn die sterischen Verhialtnisse des Zink- 
komplexonates (KZ 6!) sind durch die beiden chelierenden Carboxyl- 
gruppen fiir Zn” so giinstig, daB Austausch eines COO® gegen S® unter 
Bildung des gemischten Komplexes unwahrscheinlich ist. Dagegen kénnen 
die anderen Liganden mit den Protein-Thiolgruppen bereits in der Weise 
reagieren, daB der angebotene 1:2-Komplex nur einen seiner beiden 
Liganden gegen ein Protein-SH austauscht, z. B. im Falle des Zink- 
cysteinats (1:2): 

Cys-Zn-Cys + HS: Protein -> Cys-Zn-S- Protein 4- CysH 


II. Reaktivierung desdurch Zink gehemmten Fermentsystems 


In Tab. 1 sind Versuche zur Reaktivierung des mit 10-*m Zink- 
acetat total glhemmten Systems zusammengestellt. Als Aktivatoren be- 
nutzen wir die starken Zinkbindner Komplexon, Histidyl-histidin und 
Cystein jeweils in der Konzentration 3 10-* m. Aus Tab. 1 geht hervor, 
da das Ausma8 der Reaktivierung entscheidend von der vorangehenden 
Einwirkungsdauer des Schwermetalls abhingt. Bei einer Vorinkubation 
mit Zink bis zu 10 Min. vor Zugabe des Aktivators wird das System zu 
mehr als 80% reaktiviert ; lingere Einwirkungszeiten setzen die Reakti- 
vierungsméglichkeiten betrachtlich herab, so daf bei einer Zinkinkubation 
von 60 Min. eine Wiederherstellung der urspriinglichen Aktivitét nur 
noch im Bereiche von 18 bis 44% gelingt. Dabei liBt sich unter den drei 
gepriiften Liganden eine deutliche Abstufung besonders bei lingeren 


Tab. 1. Reaktivierung der Zink-Hemmung in % der Ausgangsaktivitat. 


Vorinkubation mit 10-°m Zinkacetat 10 bis 60 Min. vor Start mit Arsenat. 
Zugabe der Metallbindner direkt vor Start. 











% Reaktivierung 
Reaktivator : : 5 
3 x 10-3m Vorinkubationszeit: 
10 Min. | 20 Min. | 40 Min. | 60 Min. 
CLETUS em ce 84 72 56 44 
Histidyl-histidn ......... 84 68 42 22 
ADTA (Komplexon III). ..... 
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Einwirkungszeiten erkennen: Das Ausmaf der Reaktivierung ist bei 
Cystein hoher als bei Histidyl-histidin und Komplexon. 

Der hohere Reaktivierungsgrad, den Cystein nach lingerer Vor- 
inkubation mit Zink erkennen 148t, ist vermutlich nicht nur auf die Zink- 
bindung durch Cystein, sondern zugleich auf eine zusitzliche SH-Re- 
generation der GAPDH zuriickzufiihren. Denn wihrend der Inkubation 
kénnen nicht von Zink blockierte SH-Gruppen durch Einwirkung von 
Luftsauerstoff SS-Bindungen eingehen, welche durch Cystein zu SH 
zuriickgebildet werden. Kontrollversuche ohne Zinkzusatz zeigten, daB 
beim Stehenlassen des Fermentansatzes an der Luft ein spontaner Ak- 
tivititsverlust eintritt, der nach 60 Min. einer Senkung der Aktivitat 
von 100 auf 70—80% entspricht. Dieser Aktivitaitsverlust 1aBt sich noch 
nach einer Stunde durch Zugabe von Cystein vollstindig aufheben. Die 
Uberlegenheit des Cysteins gegeniiber Histidyl-histidin und Komplexon 
diirfte somit diesem zusitzlichen SH-Regenerationseffekt entsprechen, 
zumal (siehe Tab. 1) erst nach lingerer Inkubationszeit der stirkere Reakti- 
vierungseffekt des Cysteins zur Geltung kommt. Eliminiert man diesen 
zusiitzlichen SH-Effekt des Cysteins, so erhalt man fiir die drei Liganden 
der Tab. 1 fast identische Reaktivierungskurven. 

Die oben in Abb. 2 dargestellten Hemmeffekte wurden mit stéchio- 
metrisch zusammengesetzten Zinkkompiexen erzielt. Die Reaktivierungs- 
versuche der Tab. 1 enthalten dagegen auf ein Zinkion je drei Ligand- 
Molekeln, um das Komplexgleichgewicht zuungunsten der GAPDH zu 
verschieben. Grundsitzlich gilt fiir die Hemmungen durch Schwermetall- 
komplexe, daB Ligand-Uberschiisse die Hemmeffekte vermindern. So 
konnten wir z. B. eine durch Zink-Cystein (1:2) mit der Zinkkonzentration 
3x 10-‘m erzielte 100 proz. Hemmung auf weniger als die Halfte senken, 
wenn das Verhialtnis Zink : Ligand auf 1:5 erhéht wurde. 

Reaktivierungseffekte nach Art der Tab. 1 gelingen auch mit anderen 
Komplexbildnern, sofern ihre Zinkaffinitat gegeniiber den proteinogenen 
Thiolgruppen geniigend hoch ist. Wir erhielten ahnliche Reaktivierungen 
wie mit den drei Liganden der Tab. 1 auch mit o-Phenanthrolin, Histidin- 
amid, 8-Hydroxy-chinolin und Picolinsiure. Eine groBe Zahl weiterer, 
von uns gepriifter Komplexbildner aus der Imidazol- und Chinolinreihe 
reaktivieren dagegen wesentlich schwicher oder gar nicht. 

Eine bemerkenswerte Spezifitaét des Reaktivierungseffektes fanden 
wir bei einigen Hydraziden. Diese wirken iiberhaupt nicht auf die Zink- 
hemmung, jedoch sehr stark auf die Kupferhemmung der GAPDH ein. 
Durch die Hydrazide von Nicotinsiure, Isonicotinsiure und 2-Methyl- 
isonicotinsiure z. B. wird das durch Kupfer (10-* m) gehemmte Ferment- 
system mit Hilfe eines 5fachen Hydrazidiiberschusses vollstindig re- 
aktiviert. Hierfiir ist die spezifische Affinitaét der Hydrazide zum Kupfer 
verantwortlich, denn Hydrazide kénnen starke Kupferkomplexe, jedoch 
nur sehr schwache Zinkkomplexe bilden?®. 








10 Siehe hierzu K. Sack, ,,Schwermetallkomplexe einiger Pyridinverbindun- 
gen‘‘, Chem. Dipl.-Arbeit GieBen 1957. 
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IIT. Aldolase-Hemmung durch Zink undandereSchwermetalle 


Im Hinblick auf die Mercaptidbildung verdient ALD als SH-reiches 
Protein die gleiche Aufmerksamkeit wie GAPDH. Kehrt man in den An- 
siitzen das Mengenverhaltnis ALD: GAPDH um, so daB 10 y ALD auf 
200 y GAPDH kommen, so wird die ALD zum limitierenden Faktor des 
Systems. In Abb. 3 sind die so erzielten Inhibitoreffekte mit Schwer- 
metallen zusammengestellt. Es geht daraus hervor, daB Muskel-ALD eine 
aihnlich hohe Empfindlichkeit wie GAPDH gegeniiber Schwermetallen 
besitzt, wie ein Vergleich mit der Abb. | zeigt. 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. ALD-Hemmung durch dieAcetate von Cu (1), Zn (2), Cd (3), Co (4), Ni (5) 
und durch PCMB (1) in TRA-Puffer. Pro Ansatz 10 y ALD und 200 y GAPDH. 
Die Hemmung durch PCMB fallt mit der Cu-Hemmung praktisch zusammen 
. (Kurve 1). 
Abb. 4. Variation der Fermentmengen. Abszisse: y GAPDH (—) bzw. y ALD (----) 
pro Ansatz. Ordinate: Benétigte Zeit in Sek. fiir Extinktionszunahme um 0,05 E 
bei 366 mu. Zugabe von 10-5m Zinkacetat stets 1 Min. vor Start. 


Abb. 4 demonstriert in anderer Weise, da die Schwermetallempfind- 
lichkeit von ALD etwa ebenso hoch ist wie die von GAPDH. Es handelt 
sich dabei um Versuche, in denen der Ansatz jeweils 1 Min. vor dem Start 
mit 10-5m Zinkacetat inkubiert wurde. In der einen Serie war die ALD- 
Menge, in der anderen Serie die GAPDH-Menge der begrenzende Faktor. 
Aus Abb. 4 geht hervor, daB beide Enzyme in praktisch gleichem MaBe 
durch Zink inaktiviert werden und daf} beide in Mengen von etwa 20 y 
pro Ansatz bei der gewihlten Zinkkonzentration ihre volle Aktivitit er- 
reichen. Daraus ergibt sich, daB die in den vorangehenden Abschnitten I 
und II zusammengestellten Inhibitorbefunde nur deshalb auf GAPDH 
zu beziehen sind, weil dort die GAPDH-Menge im Ansatz (10 y) den 
begrenzenden Faktor darstellt, wihrend Aldolase (200 y) stark iiber- 
schiissig ist. 

In Ansitzen mit hohem ALD-Uberschu8 gegeniiber GAPDH sollten 
daher die zugesetzten Schwermetallionen — abgesehen von GAPDH und 
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den eingangs erwihnten iibrigen Liganden des Ansatzes (FDP, Arsenat 
ete.) — auch von den Thiolgruppen der ALD in betrichtlichem MaBe 
gebunden werden. Die zur GAPDH-Hemmung erforderlichen Metall- 
konzentrationen mii&ten daher abnehmen, wenn die ALD-Menge im An- 
satz vermindert wird. Um diese Frage zu kliren, setzten wir stufenweise 
den ALD-Gehalt der Ansiitze herab. Ausgehend von dem Verhiiltnis 
200 y ALD: 10 y GAPDH wurde die ALD-Menge auf 100 und 50 y ge- 
senkt bei Anwendung der auch in den anderen Hemmversuchen benutzten 
Zinkkonzentrationen. Erwartungsgemi8 wuchs mit sinkendem Aldolase- 
anteil die Zinkempfindlichkeit der GAPDH, allerdings nur in geringem 
MaBe. Aus Tab. 2 gehen die Beziehungen zwischen sinkendem Aldolase- 
anteil und wachsender GAPDH-Empfindlichkeit gegeniiber Zn hervor. 
Man erkennt, daB eine Verringerung der Aldolasemenge auf ein Viertel 
(von 200 auf 50 y) die Aktivitiit der GAPDH bei den gewahlten Zink- 
Konzentrationen zwar vermindert, jedoch nur um Teile einer Zehner- 
potenz. Der Grund dafiir, daB trotz drastischer ALD-Verminderung die 
Zink-Blockierung der GAPDH nur wenig zunimmt, ist in der Anwesenheit 
der weiteren Metallbindner des Systems zu suchen (s. 0.), die als Ligand- 
Reservoir wirken und daher stets einen Teil der verfiigbaren Metallionen 
an sich ziehen. 


Tab. 2. GAPDH-Aktivitét in % bei abnehmender ALD-Konzentration 
(stets 10 y GAPDH/Ansatz). 











Zn2°-K onzen- Aktivitat der GAPDH in % 
— 2007 ALD | 100yALD | 50y ALD 
a 0 0 0 
6x10-5 . 1... 15 12 8 
5x10-5 . 1. 38 36 30 
3x10. 1. 65 60 59 
10-5... 92 85 83 











IV. Vergleich der Inhibitoreffekte von Per-Sauerstoff- 
verbindungen und Zink 


Als Oxydationsmittel benutzten wir verschiedene Per-Sauerstoff- 
Verbindungen, weil in dieser Substanzgruppe zahlreiche Verbindungen 
mit weit auseinander liegenden Oxydationspotentialen auftreten. In Abb. 5 
sind die Hemmeffekte von Carbamid-peroxohydrat, Natriumcarbonat- 
peroxohydrat, Kaliumperoxodisulfat und Capronpersiure der Wirkung 
von Zinkglycinat gegeniibergestellt. Die Inhibitoreffekte dieser Per- 
verbindungen weichen stark voneinander ab, die Reihenfolge entspricht 
den Erwartungen: Carbamid-peroxohydrat und Natriumcarbonat-per- 
oxohydrat wirken als H,O,-Assoziate schwiicher als Kaliumperoxodisul- 
fat und Capronpersiiure. Die starke Hemmwirkung der Capronpersiure 
ist auf die freie Percarboxylgruppe zuriickzufiihren, wie aus Parallel- 
versuchen mit Capronsiure hervorgeht. 
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Vergleicht man damit die ebenfalls in Abb. 5 enthaltene Hemmkurve 
des Zinkglycinats, so ergibt sich, daB die Inhibitoreffekte auch der 
stirksten, hier gepriiften Per-Sauerstoff-Verbindungen nicht wesentlich 
iiber die Zinkhemmung hinausgehen und dai die H,0,-Assoziate das 
AusmaB der Zinkhemmung nicht erreichen. Ersetzt man in den Versuchen 
mit Per-Sauerstoff-Verbindungen der Abb.5 den TRA-Puffer durch 
Serum, so findet man jedoch nicht wie bei den Metallhemmungen eine 
Verminderung der Inhibitorwirkung um jeweils etwa eine Zehnerpotenz. 
sondern nur geringfiigige Abschwichungen der Oxydationseffekte durch 
das Serum. 

















u6 ag 19° 10? m 
Abb. 5. GAPDH-Hemmung durch Per-Sauerstoff-Verbindungen 


— in TRA-Puffer, ----- in Serum. 


1 = Capronpersiure, 2 = Kaliumperoxodisulfat, 3 = Natriumcarbonat-peroxo- 
hydrat, 4 = Carbamid-peroxohydrat, 5 = Zinkglycinat. 


Die Vorinkubation des Gesamtsystems mit den genannten Per-Sauer- 
stoff- Verbindungen fiihrt in wenigen Minuten zu einem starken Wirkungs- 
verlust. Eine Reaktivierung durch Cystein, Cysteinmethylester oder 
Glutathion gelingt zum Teil; die Schaidigung der Enzyme hingt ab von 
der Inkubationszeit und der Struktur der Per-Sauerstoff-Verbindung. 
In Tab. 3 sind Reaktivierungsversuche nach Einwirkung von Per-Sauer- 
stoff-Verbindungen zusammengestellt, welche jeweils in der Konzentration 
10-*m fiir eine verschieden lange Vorinkubation dienten. Die Reakti- 
vierung erfolgte stets mit Cystein in der Konzentration 3x 10-°m. Man 
erkennt, daB mit zunehmender Dauer der Vorinkubation das AusmaB 
der Reaktivierung abnimmt, so da nach 60 Min. nur noch 8 bis 33% 
der Ausgangsaktivitat durch Cysteinzusatz wiederkehren. 

Die Wirkungsabstufung der Per-Verbindungen richtet sich dabei u. a. 
nach der Verfiigbarkeit freien Per-Sauerstoffs. Auch aus Tab. 3 geht 
iihnlich wie aus Abb. 5 hervor, da H,O, und seine Assoziate — hier 
Carbamid-peroxohydrat — den organischen Peroxyden unterlegen sind, 
denn nach 60 Min. findet man bei Carbamid-peroxohydrat den relativ 
besten Reaktivierungseffekt. Verbindungen wie saures tert.-Butyl- 
glutar-peroxyd oder saures Diglutarperoxyd, in welchen die Per- 
Carboxylgruppe maskiert ist, bendtigen zur Entfaltung ihrer Oxydations- 
wirkung etwas lingere Zeit als Phthalmonopersiure oder saures Di- 
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phthalperoxyd. Saures Disuccinperoxyd und Capronpersiiure zeigen infolge 
ihrer sehr labilen Persiure-Struktur die stirksten Effekte: nach 5 Min. 
sind etwa 70%, nach 60 Min. etwa 90% der Fermentaktivitat irre- 
versibel zerstért. Die Reaktivierungsméglichkeiten nach Persauerstoff- 
Hemmung sind somit erheblich geringer als nach Zink-Hemmung 
(s. o. Tab. 1). 


Tab. 3. Reaktivierung durch Cystein (3 x 10-m) nach Vorinkubation 
mit Per-Sauerstoff-Verbindungen (10—3m). 





Reaktivierung in % der Ausgangs- 
aktivitat (= 100%) 





Per-Sauerstoff-Verbindung Vostuibatiane 

















5 Min. 10 Min. | 30 Min. | 60 Min. 
Carbamid-peroxohydrat. ..... 63 60 50 33 
Phthalmonopersiure. ...... 52 47 40 15 
saures Diphthalperoxyd. .... . 57 45 32 18 
saures Diglutarperoxyd. ..... 80 70 55 15 
saures Disuccinperoxyd. .... . 63 60 50 28 
saures tert.-Butyl-glutar-peroxyd . 30 28 22 10 
Capronperséure ......4... 33 24 12 8 


Analog den durch Zink ausgelésten Fermenthemmungen priiften wir 
auch bei Per-Sauerstoff-Verbindungen, ob ALD und GAPDH gegeniiber 
Per-Sauerstoff in gleicher Weise empfindlich sind. In Abb. 6 sind Hem- 
mungskurven mit verschiedenen Per-Sauerstoff-Verbindungen zusammen- 
gestellt, wobei einmal im Fermentansatz GAPDH, das andere Mal ALD 
den begrenzenden Faktor bildete (ALD: GAPDH = 200 y:10y bzw. 
umgekehrt). Wiren beide Fermente gegeniiber Per-Sauerstoff gleich 
empfindlich, so miiBten identische Hemmungskurven auftreten. Abb. 6 
zeigt, daB dies nicht der Fall ist: Jede der gepriiften Per- Verbindungen 
entfaltet gegeniiber GAPDH stets eine um etwa eine Zehnerpotenz 
starkere Hemmwirkung als gegeniiber ALD. 
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Abb. 6. Differenzierung der Per-Sauerstoff-Hemmung gegeniiber ALD u. GAPDH. 
—— = GAPDH limitierend (10 y GAPDH: 200 y ALD/Ansatz). 
----- = ALD limitierend (10 y ALD: 200 y GAPDH/Ansatz). 
1 = Capronpersdure, 2 = Phthalmonopersaure, 3 = saures Disuccinperoxyd, 
4 = saures tert.- Butyl-malein-peroxyd. 
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Entsprechend den Inhibitoreffekten der Abb. 5 und den Reakti- 
vierungsversuchen der Tab. 3 (s. 0.) findet man auch in Abb. 6 starke 
Unterschiede im Wirkungsgrad der verschiedenen Per-Verbindungen. Da 
der Fermentversuch kaum 1 Min. dauert, kommt hier, im Gegensatz zu 
den langen Inkubationszeiten der Reaktivierungsversuche (Tab. 3), die 
Freisetzungsgeschwindigkeit des aktiven Sauerstoffs entscheidend zur 
Geltung. Die vier Perverbindungen in Abb. 6 sind in den angewandten 
Konzentrationen simtlich ausreichend wasserléslich; die beiden freien 
Persiuren wirken jedoch ihrer Struktur entsprechend momentan, wihrend 
z. B. saures tert.- Butyl-malein-peroxyd infolge seines durch Veresterung 
maskierten Per-Sauerstoffs diesen sehr langsam freigibt und daher im 
Kurzversuch der Abb. 6 nur schwache Hemmung hervorruft. Daher ist 
auch saures Disuccinperoxyd in Abb. 6 betrachtlich geringer wirksam 
als Capronpersiure, wihrend beide Verbindungen im langdauernden 
Versuch, z. B. bei Einwirkungszeiten von 5—60 Min., praktisch gleiche 
Hemmeffekte entfalten (s. Tab. 3). 


V. Vergleich der Inhibitoreffekte von Alkylierungsmitteln 
und Zink 


Um die Zinkhemmung von GAPDH und ALD auch mit der alky- 
lierenden Inaktivierung vergleichen zu kénnen, priiften wir u. a. drei 
typische SH-alkylierende Agenzien: Jodacetat, N-Athyl-maleinsiiure- 
imid und N-Oxyd-Lost. In Abb. 7 sind die erhaltenen GAPDH-Hem- 
mungskurven (ALD in 40fachem Uberschu8) wiederum fiir Ansitze in 
TRA- Puffer und Serum wiedergegeben, zusammen mit den entsprechenden 
Kurven einer Zinkverbindung, hier des Zink-histidinats (1:2). 

Aus Abb. 7 geht hervor, daB im TRA-Puffer die Hemmeffekte der 
drei Alkylierungsmittel weit geringer sind als die Zinkhemmung. Jod- 
acetat hemmt etwas stirker als N-Athyl-maleinimid, beide hemmen 
deutlich stirker als N-Oxyd-Lost. Es ist hierbei jedoch zu beriicksichtigen, 
daB in den Versuchen der Abb. 7 die Fermentreaktion sofort nach Zugabe 
des Alkylierungsmittels gestartet wurde. Da der Fermentversuch selbst 
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Abb. 7. Vergleich der GAPDH-Hemmung durch Alkylierungsmittel und Zink 

In TRA-Puffer = ———., in Serum = ---.-. 

1 = Jodacetat, 2 = N-Athyl-maleinimid, 3 — N-Oxyd-Lost, 4 = Zink-histidinat 
(1:2). 
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nur héchstens 60 Sek. dauert, kommen langsam sich ausbildende In- 
hibitoreffekte nicht voll zur Geltung. Die Uberlegenheit der Zink- 
hemmung im TRA-Puffer ist daher zum Teil dadurch bedingt, daB die 
Mercaptidbildung rascher verlauft als die S-Alkylierung. 

Kontrollversuche ergaben, daB TRA-Puffer die Wirkung der alky- 
lierenden Agenzien nicht beeintrachtigt. Wird jedoch der TRA-Puffer 
durch Serum ersetzt, so findet man die iibliche Abschwichung der In- 
hibitoreffekte. Ein Vergleich der Kurvenpaare 1/1, 2/2 und 3/3 in Abb. 7 
zeigt, daB Serum die GAPDH-Hemmungen durch Alkylierungsmittel viel 
weniger beeintrachtigt, als dies bei der Zinkhemmung (4/4) der Fall ist. 
Wie bereits aus Abb. 1 hervorging, ist die Schwermetallbindung durch 
die Serumproteine gegeniiber dem Fermentprotein stark konkurrierend 
wirksam; die hier benutzten Alkylierungsmittel werden dagegen nur in 
geringem Mafe durch das Serum abgefangen, wenn — wie in Abb. 7 — 
die Reaktion sofort nach Zusammenbringen von Alkylierungsmitteln und 
Serum gestartet wird. Gibt man die Enzyme jedoch erst nach einer 
Inkubationszeit zu, so hat inzwischen das Serum die Alkylierungsmittel 
eroBenteils oder vollstaindig inaktiviert. Dabei ergeben sich Unterschiede 
bei den einzelnen Alkylierungsmitteln: Jodacetat z. B. wird vom Serum 
nicht in demselben Mae abgefangen wie N-Oxyd-Lost. 

Ein grundsitzlicher Unterschied zwischen Zinkhemmung und Alky- 
lierung liegt in der Reversibilitat der Fermenthemmung. Wir priiften 
wie bei den Zink- und Persauerstoff-Verbindungen den Aktivitatsverlust 
und die Reaktivierungsméglichkeit des Systems nach Vorinkubation mit 
Alkylierungsmitteln. Bereits nach einer Einwirkungszeit von 5 Min. hat 
die Fermentaktivitaét durch 10-°m Jodacetat um 40%, durch 10-°m 
N-Oxyd-Lost um 42% und durch 10-8m N-Athyl-maleinimid um 50% 
abgenommen, nach 30 bis 40 Min. ist die véllige Inaktivierung erreicht. 
Eine Reaktivierung des durch Alkylierungsmittel gehemmten Systems ist 
durch Zusatz von SH-Verbindungen in groBem UberschuB méglich; sie ist 
zeitabhangig und gelingt in etwas besserem AusmaB als bei der Hemmung 
durch Per-Sauerstoff. Jedoch erhalt man nicht den Reaktivierungsgrad, 
wie er nach Zinkhemmung (s. 0.) erreicht ist. 

Ebenso wie bei den Zink- und Persauerstoff-Verbindungen verglichen 
wir auch bei den Alkylierungsmitteln die Hemmung der GAPDH mit 
derjenigen der ALD. Fermentansitze mit ALD als limitierendem Ferment 
(10 y ALD: 200 y GAPDH) wurden durch Alkylierungsmittel weniger 
gehemmt als im umgekehrten Falle. Zum 50proz. Aktivititsverlust des 
Systems waren von Jodacetat 10-m und von N-Athyl-maleinimid 
5x 10-8m erforderlich. Dagegen war bei N-Oxyd-Lost selbst bei 10-?m 
keine Hemmung erkennbar. Vergleicht man diese Werte mit den Hem- 
mungskurven der Abb. 7, in denen GAPDH das limitierende Ferment ist, 
so ergeben sich z. B. fiir die 50proz. Hemmung des Systems Inhibitor- 
konzentrationen fiir GAPDH, die um mehr als eine Zehnerpotenz geringer 
sind als fiir ALD. Daraus folgt, da8 GAPDH gegeniiber Alkylierungs- 
mitteln wesentlich empfindlicher ist als ALD. 
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VI. Versuche mit Hefe-Macerationssaft 


Um zu priifen, ob die an GAPDH beobachteten Effekte auch im 
glykolytischen Gesamtsystem wiederkehren, fiihrten wir einige Versuchs- 
reihen an Hefe-Macerationssaft durch. 

Bereitung des Macerationssaftes: 50g zerkleinerte frische Backerhefe 
wird 1—2 Tage im Vak. iiber CaCl, getrocknet, staubfein zerrieben und mit 100 cm? 
bidest. Wasser verriihrt. Nach 3stdg. Aufbewahren bei 37°, 1 Stde. bei 3000 U/Min. 
zentrifugiert, die iiberstehende opaleszierende Lésung abgetrennt und sofort in 
den Versuch eingesetzt. Nach 24stdg. Aufbewahren bei + 4° ist die enzymatische 
Aktivitét auf etwa 70% des Ausgangswertes abgesunken. 

Ohne Zusatz von DPN besa der Macerationssaft keine Aktivitat. 
Die nach DPN-Zusatz einsetzende Hydrierung wurde optisch (366 my) 
verfolgt. Dabei kam es nach Erreichen des Maximalwertes zu einer DPNH 
verbrauchenden Riickreaktion. Vermutlich stért hier ein AtmungsprozeB, 
da sich die Riickreaktion durch KCN oder H,S hemmen laBt. Zusatz 
starker Komplexbildner wie Imino-diessigsiure, Nitrilo-triessigsiure, 
Cystein, Phenanthrolin und Histidin (simtlich 5 10-*m) beeinfluBte die 
Aktivitaét des Macerationssaftes weder férdernd noch hemmend. Zusatz 
von Zinkacetat (ebenfalls 5 10-‘m) fiihrte zu einer sehr ausgepragten 
Hemmung, die durch starke Komplexbildner wieder riickgingig gemacht 
werden konnte. Dabei gingen Reaktivierung des durch Zink gehemmten 
Macerationssaftes und Metallaffinitat des zugesetzten Liganden parallel. 
Am besten wirken die starken Zinkbindner Nitrilo-triessigsiure, Histidin, 
Phenanthrolin und Cystein. In entsprechender Weise wird die fast voll- 
stindige Hemmung der Aktivitit des Macerationssaftes durch Kupfer- 
acetat (ebenfalls 5x 10-4m) wieder aufgehoben, wenn stark kupferbin- 
dende Liganden wie z. B. Isonicotinsiiure-hydrazid, Histidin usw. dem 
System zugesetzt werden. 

In den Versuchen mit Macerationssaft diente zunichst FDP ais 
Substrat. Versuche, in denen statt dessen Glucose als Substrat benutzt 
wurde, gelangen in gleicher Weise und brachten dieselben Ergebnisse. 
Doch bleibt offen, ob unter diesen Versuchsbedingungen die von der 
Glucose biszum Fructosediphosphat fiihrenden fermentativen Reaktionen 
durch Schwermetalle nicht auch beeintrichtigt werden und ob die im 
Macerationssaft beobachteten Hemmungen der gesamten Glykolyse nur 
im Bereiche der GAPDH zu suchen sind. 


Diskussion der Ergebnisse 
Fermenthemmung durch Zinkionen 


Im Mittelpunkt der beschriebenen Untersuchungen steht die Hemm- 
barkeit der beiden Muskel-Fermente ALD und GAPDH durch Zink. Die 
in Parallelversuchen ermittelten Hemmeffekte weiterer Schwermetalle, 
einiger Persauerstoff-Verbindungen und Alkylierungsmittel erlauben 
einen Vergleich des Zinkeffektes mit der Wirkung anderer Inhibitoren. 
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Samtliche beobachteten Hemmeffekte sind auf Grund der vorliegenden 
Kenntnisse tiber die Chemie von GAPDH und ALD der Blockierung von 
SH-Gruppen zuzuschreiben. In einer vorangehenden Arbeit! zeigten wir 
an einem einfachen Modell — der Zucker-Cystein-Kondensation — dab 
die Blockierung der Thiolgruppe des Cysteins durch zugesetzte Zinkionen 
zum volligen Stillstand und die Aufhebung dieser Zinkhemmung durch 
iiberschiissiges ADTA zum Wiederbeginn der Reaktion fiihrt. Da még- 
licherweise Glutathion als Wirkgruppe der GAPDH fungiert??, kommt 
der durch GAPDH katalysierten Reaktion ein weiterer Modellversuch 
niher: Die Umsetzung von Glutathion mit Glycerinaldehyd. Diese Re- 
aktion, die sich in wassriger Lésung polarographisch gut verfolgen laBt, 
wird ebenfalls durch Zinkionen fast vollstindig gehemmt und durch 
Zusatz von ADTA wieder enthemmt™. 

Nimmt man an, daB die zugesetzten Zinkionen zunichst die Thiol- 
gruppen des limitierenden Fermentes besetzen, so ergibt die Rechnung, 
da8 zur Stillegung der Reaktion weit mehr Zinkionen erforderlich sind, 
als der Zahl der proteinogenen SH-Gruppen entspricht. Dies folgt auch 
aus dem Vergleich mit PCMB, welches als spezifisch fiir SH-Gruppen gilt. 
Eine Bindung von PCMB durch andere Liganden des Ansatzes (z. B. FDP) 
ist daher praktisch nicht anzunehmen. Unsere Versuchsergebnisse zeigen 
(s. Abb. 1), daB die Hemmung von GAPDH und ALD PCMB-Konzen- 
trationen erfordert, die im Vergleich zu Zink etwa um zwei Zehnerpotenzen 
geringer sind. Es entfallen dabei, iibereinstimmend mit den Angaben der 
Literatur* 5, etwa 2 bis 5 Hg-Ionen auf eine Fermentmolekel. Daraus ist 
zu schlieBen; daB Zink nicht nur vom Ferment-Schwefel, sondern auch 
durch andere zinkbindende Gruppen des Systems assoziiert wird. Hierfiir 
kommen am Ferment selbst vor allem Histidylreste in Betracht, die je- 
doch fiir die Fermentwirkung nicht ausschlaggebend sind, sowie die 
iibrigen Bestandteile des Ansatzes, soweit sie Zinkbindungsvermégen 
besitzen (s. 0.). 

Vergleicht man die fiir Zink gefundenen Hemmeffekte mit denen 
anderer Schwermetalle, so liegen die Zinkwerte zwischen den stiirkeren 
Hemmeffekten von PCMB, Cu und Cd einerseits, den schwacheren von 
Ni und Co andererseits (s. Abb. 1). Etwaige Fermentblockierungen durch 
Schwermetalle im normalen Stoffwechsel sind daher am ehesten fiir Zink 
anzunehmen, da Quecksilber, Cadmium und Nickel nicht zellvertraut 
sind, wahrend die Kupfer- und Kobalt-Konzentrationen in der Zelle um 
etwa zwei Zehnerpotenzen niedriger liegen als die Zink-Konzentration. 
Denn die normalen Zinkmengen im lebenden Gewebe, z. B. auch im 
Muskel, erreichen 10-* bis 10-4m, d. h. 6,5 bis 65 y (meist 20—40 y) 
Zink/g Frischgewebe, und sind damit z. B. héher als die zur totalen 





1G. Weitzel, J. Engelmann u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 315, 236 
[1959]. 
12 FE. Racker, siehe ,,Glutathione“ (Symposium), Acad. Press. Inc., New York 
1954, S. 165 ff. 

13 G. Weitzel u. J. Engelmann, unver6ffentlicht. 
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Hemmung des Fermentsystems in unseren in-vitro-Versuchen erforder- 
lichen Zinkkonzentrationen. Wegen der nicht vergleichbaren Protein- 
konzentrationen im in-vitro-Versuch einerseits, im lebenden Gewebe 
andererseits, laBt sich jedoch aus den Versuchen der vorliegenden Arbeit 
die Frage, ob etwa Fermente wie GAPDH und ALD in vivo z. T. in einer 
durch Zink blockierten Form vorliegen kénnen, noch nicht beantworten. 


Persauerstoff-Verbindungen als Inhibitoren 


Die in der vorliegenden Arbeit von uns als Inhibitoren eingesetztei 
Per-Verbindungen sind — abgesehen von H,O, — in Fermentversuchen 
bisher nicht benutzt worden. Ihre Anwendung hat sich bei uns in ver- 
schiedenen Versuchsanordnungen! sehr bewihrt, da Persauerstoff-Ver- 
bindungen ausgedehnte strukturelle Variationsméglichkeiten und zum 
Teil auch giinstige Léslichkeiten bieten. Obwohl einige der oben ange- 
fiihrten Per-Verbindungen sehr aggressiv sind, iibertreffen sie nur in 
Einzelfallen (z. B. Capronpersiiure) das Ausma der Zinkhemmun¢gen. 

* Zinkglycinat z. B. hemmt in TRA-Puffer stirker als Peroxodisulfat oder 
Carbonat-peroxohydrat. Wiihrend aber ALD und GAPDH durch Zink- 
ionen etwa gleich gehemmt werden, priigt sich in den Inaktivierungsver- 
suchen mit Per-Verbindungen sehr deutlich die héhere Reaktionsbereit- 
schaft der GAPDH-Thiolgruppen aus. Denn alle gepriiften Per-Ver- 
bindungen hemmen GAPDH rd. zehnfach stiirker als ALD. Erwartungs- 
gemaiB findet sich ein weiterer grundsitzlicher Unterschied zur Zink- 
hemmung in den Reaktivierungsversuchen: Die Reversibilitaét der 
Schwermetallblockierung ist weitaus besser als diejenige der Inaktivierung 
durch Persauerstoff. Es ist anzunehmen, da die Oxydation der Ferment- 
SH-Gruppen durch die gepriiften Peroxyde zu Schwefelderivaten fiihrt, 
welche von iiberschiissigem Cystein oder Glutathion nicht zu Thiolgruppen 
regeneriert werden kénnen. 


Alkylierungsmittel als Inhibitoren 


Uber den EinfluB von Alkylierungsmitteln, vor allem von Jodacetat, 
auf GAPDH sind seit 1937 zahlreiche Befunde veréffentlicht worden 
(siehe 1. ¢.1:2:3 und Ubersicht in 1. c.12, S. 174—180). Holzer!® benutzte 
die Jodacetat-Hemmung u. a. zur Untersuchung des Mechanismus der 
Triosephosphatdehydrierung. Die von uns fiir den Vergleich mit der Zink- 
hemmung eingesetzten alkylierenden Agenzien — Jodacetat, N-Athyl- 
maleinimid und N-Oxyd-Lost — zeigen dieselben grundsitzlichen Unter- 
schiede zur Zinkhemmung wie die Persauerstoff-Verbindungen: 

1. GAPDH ist gegen Alkylierungsmittel empfindlicher als ALD. 

2. Die Reaktivierungsméglichkeit des gehemmten Systems ist viel 
geringer als nach Zinkhemmung. Beide Unterschiede entsprechen den 


14 Siehe auch die folgenden Mitteilungen in dieser Zeitschrift. 
18 H. Holzer u. E. Holzer, diese Z. 291, 67 [1952]. 
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Erwartungen, da sie in dem andersartigen Chemismus von Mercaptid- 
bildung und Alkylierungsreaktion begriindet sind. Bemerkenswert er- 
scheint auch hier, daB im TRA-Puffer die Hemmeffekte von Zink- 
Verbindungen denjenigen der Alkylierungsmittel iiberlegen sind. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Herrn Dr. Friedhelm Schneider (Physiol.-chem. Institut Tiibingen) danken 
wir fiir die Darstellung von Per-Sauerstoff-Verbindungen. 


Zusammenfassung 


Die Inaktivierung der Muskelfermente Triosephosphat-Dehydro- 
genase und Aldolase durch Zinkverbindungen wurde in vitro mit der 
Wirkung anderer Schwermetalle, verschiedener Per-Sauerstoff-Verbin- 
dungen und Alkylierungsmittel verglichen. 

Zn hemmt etwa gleich stark wie Cd”, schwiicher als Hg?® (in Form 
von p-Chlormercuri-benzoat) und Cu?®, erheblich stiarker als Co?® und 
Ni?®. Wird Zn” in Form sehr stabiler Zink-Komplexe eingesetzt, so sinkt 
die Hemmwirkung. Austausch des Triithanolamin-Puffers im Ansatz 
gegen Serum vermindert die Schwermetallhemmungen betrichtlich. 

Aldolase und Triosephosphat-Dehydrogenase werden durch Zn”? in 
praktisch gleichem Maf8e inhibiert; die Reaktivierung des durch Zn*° 
blockierten Fermentsystems gelingt durch starke Zinkbindner in relativ 
hohem MaBe. 

Wasserlésliche Per-Sauerstoff-Verbindungen zeigen je nach Struktur 
sehr unterschiedliche Hemmeffekte: Am schwachsten wirken H,O, und 
seine Assoziate, stirker die maskierten Persiuren, am starksten freie 
Persauren. 

Im in-vitro-Versuch mit Sofortstart in Triithanolamin-Puffer iiber- 
trifft die Zinkhemmung von Aldolase und Triosephosphat- Dehydrogenase 
diejenige der meisten Per-Sauerstoff-Verbindungen und der drei gepriiften 
Alkylierungsmittel (Jodacetat, N-Athyl-maleinimid, N-Oxyd-Lost). Die 
Reaktivierung beider Fermente gelingt nach Zink-Einwirkung erheblich 
besser als nach Per-Sauerstoff-Hemmung oder Alkylierung. 

Im Gegensatz zur Zinkhemmung ist Triosephosphat- Dehydrogenase 
gegeniiber Per-Sauerstoff und Alkylierung wesentlich empfindlicher als 
Aldolase. 

Dem Fermentversuch analog wird auch Hefe-Macerationssaft durch 
Zink gehemmt. 


Summary 


The inactivation of the muscle enzymes triose-phosphate dehydro- 
genase and aldolase by zinc compounds was compared in vitro with the 
action of other heavy metals, various peroxides and alkylating agents. 

Zn” inhibits to about the same extent as Cd®®, more weakly than 
Hg? (in the form of p-chloromercuri benzoate) and Cu2® and much more 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 316 18 
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strongly than Co®® and Ni?®. When Zn” is present in the form of very 
stable zinc complexes, the inhibitory activity is decreased. Replacemen: 
of the triethanolamine buffer by serum considerably reduces the heavy 
metal inhibition. 

Aldolase and triose-phosphate dehydrogenase are inhibited to prac- 
tically the same extent by Zn*°. Reactivation of the enzyme system 
blocked by Zn?° may be accomplished to a great extent by strong zinc 
binders. 

Water-soluble peroxides show very different inhibitory effects de- 
pending on their structures. As inhibitors, the least active substances are 
H,O, and associated molecules. Masked peracids are more active and free 
peracids are the most active. 

In the in vitro experiment, starting straight away in triethanolamine 
buffer, the inhibition of aldolase and triose-phosphate dehydrogenase by 
zine is stronger than that by most peroxides and the three tested alky- 
lating agents (iodoacetate, N-ethyl-maleimide, N-oxide-lost). The reacti- 
vation of both enzymes is more efficient after inhibition by zinc than 
after peroxygen action or alkylation. 

In contrast to the zinc inhibition, triose-phosphate dehydrogenase is 
much more sensitive to peroxygen and alkylation than aldolase. 

By analogy, yeast maceration juice is also inhibited by zine. 


Prof. Dr. Dr. G. Weitzel, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitdt 
Tiibingen, Gmelinstr. 8. 
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Hemmeffekte von Zink, Persauerstoff und Alkylierungs- 
mitteln im Acetylierungstest * 
Von 
Giinther Weitzel, Hartlieb Konig, Gertrud Benwitz und Peter Wahl 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1959) 


Alle Organe des Tierkérpers besitzen einen relativ hohen Zink- 
gehalt, der dem Eisengehalt vergleichbar ist oder ihn sogar iibertrifft}. 
Die Fixierung des Zinks erfolgt in den Zellen u. a. durch Mercaptid- 
bildung, da biogene SH-Verbindungen wie Cystein, reduzierte Thioct- 
siiure, Glutathion und die SH-Proteine bei physiologischem py mit Zink 
sehr stabile Komplexe bilden. Ein Beispiel dafiir ist die Festlegung hoher 
Zinkmengen im Tapetum lucidum von Carnivoren als Zink-Cystein- 
Komplex?.Zinkkomplexe sehr hoher Stabilitit bildet das Cysteamin, 
welches im Coenzym A die SH-Gruppe liefert. Wenn auch freies 
Cysteamin infolge seiner NH,-Gruppe stirker cheliert als das gebundene 
Cysteamin im CoA, so besitzt doch das CoA-Molekiil geniigend Méglich- 
keiten fiir koordinative und heteropolare Zusatzbindungen gegeniiber 
einem am Schwefel aufgenommenen Zinkion. Es ist daher zu erwarten, 
daB ein von Coenzym A fest gebundenes Zinkion durch Ausschaltung der 
Thiolgruppe die CoA-Wirkung blockiert. Da aber auch die mit CoA 
zusammenwirkenden Apofermente als SH-Proteine vorliegen**, ist 
damit zu rechnen, daB diese ebenfalls mit Zinkionen Komplexe bilden 
und dadurch in ihrer Funktion behindert werden. 


Nachstehend berichten wir iiber den EinfluB von Zinkionen 
auf die Acetylierung im in-vitro-Test. Derartige Untersuchungen 
iiber Zink lagen bisher nicht vor. Um die Zinkeffekte zur Wirkung 
anderer SH-Inhibitoren in Beziehung setzen zu kénnen, zogen wir zum 
Vergleich weitere Metalle, einige Oxydationsmittel aus der Gruppe 
der Persauerstoffverbindungen sowie SH-alkylierende Agenzien 
heran. 


____ * Es werden folgende Abkiirzungen verwendet: AAB = p-Amino-azobenzol, 
ADTA = Athylendiamin-tetraacetat, Di-Na-Salz (Komplexon III), ATP = Ade- 
nosintriphosphorsaure, CoA = CoenzymA, PCMB = p-Chlormercuri-benzoat, Tris 
= Tris-[hydroxymethy]l]-aminomethan. 

1 G. Weitzel, Angew. Chem. 68, 566 [1956] (Ubersichtsreferat). 

2G. Weitzel, E. Buddecke, A.-M. Fretzdorff, F.Strecker u. U. 
Roester, diese Z. 299, 193 [1955]; 304, 1 [1956]. 

3-H. Tabor, A. Mehler u. E. Stadtman, J. biol. Chemistry 204, 127 [1953]. 

4S. Cooperstein u. A. Lazarow, J. biol. Chemistry 282, 695 [1958]. 

18* 
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Methodik 


Den Acetylierungstest fiihrten wir nach der von Kaplan und Lipmann® 
angegebenen und von Handschumacher und Mitarbb.® verbesserten Methode 
durch. Man bestimmt dabei die Acetylierung von p-Amino-azobenzol (AAB) mit 
Hilfe eines Taubenleberextraktes, der bei Zugabe von ATP, Acetat und CoA 
Acetyl-CoA bildet. Zugegebene Hemmstoffe setzen die Acetylierung des Farbstoffs 
herab oder verhindern sie ganz. 


Substanzen: 
CoA: Reinheitsgrad 70%, Pabst (Milwaukee), 
AAB: puriss., Fluka (St. Gallen), 
ATP und Tris-Puffer: Boehringer (Mannheim). 
Inhibitoren: s. Angaben im Text. 


Ausfiihrung des Acetylierungstestes: 

Die Arbeitsvorschrift von Handschumacher und Mitarbb.® anderten wir 
auf Grund eigener Erfahrungen und wegen des Einsatzes von Schwermetallen in 
folgenden Punkten ab: 

: Cystein: Der Zusatz von Cystein- oder Glutathionlésung nach 1. c.* dient zur 

Entfernung etwaiger Schwermetallverunreinigungen. Bei Reinigung des Glas- 

gerates und Herstellung aller Lésungen nach den fiir die Spurenmetall- Analyse 

iiblichen Verfahren ruft jedoch Cysteinzusatz keinen eindeutigen Aktivierungs- 
effekt mehr hervor, so daB wir in unseren Ansatzen auf Zugabe von Cystein ver- 
zichten. Dies ist zugleich Vorbedingung fiir Hemmversuche mit Schwermetallen. 

Puffer: Anstelle der von Handschumacher‘® angegebenen NaHCO,-Lésung 
benutzen wir einen 1m Tris-Puffer (px 7,0), wie er auch von Brenner-Holzach 
und Leuthardt? empfohlen wird. 

Magnesium: Obwohl die Acetylierung Mg® benotigt, verzichtet die Original- 
methode** auf Mg?®-Zusatz. Ein geringer Mg?®-Zusatz ist jedoch zweckmaBig’. 

Citrat: Das Puffergemisch aller bisher bekannten Arbeitsvorschriften enthalt 
Citrat, welches jedoch als metallaffiner Ligand die Inhibitoreffekte von Metallen 
beeinflussen kann. Es ist, wie wir zeigen konnten, im Acetylierungstest entbehrlich 
(s. Abb. la und b). 

ATP: Uber den EinfluB varriierter ATP-Mengen im Ansatz s. u. Abschnitt I. 
Ansatz: 

1. 0,08 cm*® 1,0m Trispuffer, pp 7,0. 

2. a) Lésung mit Citrat: 0,2cm* einer Lésung folgender Zusammen- 
setzung (fiir 20 cm): 280 mg ATPNa,H,-4 H,O, 10 cm? 0,2m Tri-Natrium- 
Citratlésung und 2,5 cm® 1,0m Na-Acetatlésung. Einstellen auf py 7,0 mit 
In KOH. Auffiillen auf 20 cm* mit bidest. Wasser; 

b) Lésung ohne Citrat, mit Mg”®: 0,2 cm einer Lésung folgender Zu- 
sammensetzung (fiir 20 cm*): ATP und Natriumacetat wie oben, 1,0 cm* 
0,25m Magnesiumsulfatlésung. 

. 0,25 cm® der gealterten Apoenzymlésung. 

. CoA: 10 y gelést in 0,1 cm* Wasser. 

. Bidest. Wasser, um das Gesamtvolumen auf 1,03 cm? zu bringen, gegebe- 
nenfalls nach vorheriger Zugabe der Lésung des Inhibitors, Vorbereitung 
des Reaktionsansatzes bei 0—4° im Eiswasserbad. 

6. 0,1 cm? einer 0,0033m AAB-Lésung in 60proz. Athanol (= 65 y Farbstoff), 

direkt vor der Inkubation zusetzen. 

7. Inkubation 30 Min. bei 37°. Danach Beendigung der Reaktion durch 

Zugabe von 1 cm? frischer 20proz. Trichloressigsiure-Lésung in 50proz. 


5 N.O. Kaplan u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948]. 

® R. Handschumacher, G. Mueller u. F. Strong, J. biol. Chemistry 189, 
335 [1951]. 
7 O. Brenner-Holzachu. F.Leuthardt, Helv. chim. Acta 39, 1796 [1956]. 
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Athanol. Abzentrifugieren des Niederschlages und Uberfiihren von 1 cm* 
des Uberstandes in 3 cm* 10proz. Trichloressigsiure-Lésung in 25proz. 


Athanol. 

8. Photometrie bei 490 mu im Zeiss-Elko-Photometer mit Filter S 49 in 

1-cm-Kiivetten. 

Zur Kontrolle der Proportionalitaét von AAB-Acetylierung und eingesetzter 
CoA-Menge wurde von jeder neuen Taubenleberenzympraparation das Acety- 
lierungsvermoégen in Form einer Eichkurve festgelegt. Die in den Bestimmungen 
eingesetzte CoA-Menge (stets 10 » CoA pro Ansatz) ergab eine 50- bis 70proz. 
Acetylierung des Farbstoffes. Unter diesen Bedingungen ist das Taubenleberenzym 
iiberschiissig, so daB die CoA-Menge den limitierenden Faktor der Reaktion darstellt. 

Die nachstehend mitgeteilten, zur Auslésung der Hemmeffekte erforderlichen 
Inhibitorkonzentrationen sind Durchschnittswerte von jeweils 6 bis 15 Parallel- 
versuchen. 


Ergebnisse 


I. Acetylierungs-Hemmung durch Zink im Vergleich zu 
anderen Schwermetallen 


Die Priifung von Schwermetallen im Acetylierungstest zeigte je 
nach Metall sehr unterschiedliche, zum Teil stark ausgeprigte Hemm- 
effekte. Auch Zink erwies sich als wirksamer Inhibitor. Um die wahre 
Schwermetall-Empfindlichkeit des Fermentsystems bestimmen zu 
kénnen, miissen jedoch Konkurrenzreaktionen der zugesetzten Metalle 
mit anderen metallbindenden Komponenten des Ansatzes soweit wie 
méglich ausgeschlossen sein. Kine Betrachtung der nicht zum Ferment- 
system gehérenden Bestandteile des Ansatzes unter dem Gesichtspunkt 
der Metallaffinitat ergibt folgendes Bild: Trispuffer und Natrium- 
acetat stéren wegen ihrer sehr geringen Metallaffinitit nicht, dagegen 
kénnte ATP als Komplexbildner fiir Erdalkalien und Schwermetalle 
und infolge seiner relativ hohen Konzentration im Ansatz Metalle ab- 
fangen. Die Stabilititskonstanten der von uns® bestimmten Zink- 
Komplexe der Adenosin-mono-, -di- und -tri-phosphorsauren liegen zwar 
etwas héher als die der Erdalkali-Komplexe, jedoch sind die hier auf- 
tretenden Konstanten im Vergleich zur Mercaptidbindung von Schwer- 
metallen so gering, daB Stérungen der Hemmeffekte durch ATP und 
seine Zerfallsprodukte im Acetylierungstest kaum zu erwarten sind. 
Damit iibereinstimmend fanden wir, daB das AusmaB von Schwermetall- 
hemmungen des acetylierenden Systems durch Variation der ATP- 
Konzentration praktisch nicht beeinfluBt wird, vor allem nicht bei 
gleichzeitigem Angebot an zugefiigtem Mg?®, welches u. a. die Bindungs- 
stellen von ATP besetzt. 

Dagegen ist das nach den Originalvorschriften*4 im Ansatz ent- 
haltene Citrat bei der Untersuchung von Schwermetallhemmungen als 
Stérfaktor wirksam, da es als starker Komplexbildner einen Teil der zu- 
gesetzten Schwermetalle an sich zieht. Dies ergibt sich aus den Parallel- 
versuchen der Abb. 1 (a mit und b ohne Citrat), in denen die Ein- 
wirkung verschiedener Schwermetalle auf das AusmaB der Acetylierung 


8 G. Weitzel u. Th. Spehr, diese Z. 318, 212 [1958]. 
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wiedergegeben ist. Aus den beiden Diagrammen geht hervor, dai die 
Inhibitoreffekte durch die Anwesenheit von Citrat bei simtlichen Me- 
tallen mit Ausnahme von PCMB erheblich abgeschwacht werden. Ein 
Vergleich zeigt, daB die 50proz. Hemmung durch PCMB mit und ohne 
Citrat bei 4 x 10-§ m liegt, wihrend z. B. die 50proz. Hemmung durch 
Zink ohne Citratpuffer bei 2 x 10-5, mit Citratpuffer aber bei 2 x 10-*m 
Zn?° erreicht wird. Auch bei den anderen Metallen ergeben sich durch 
die Anwesenheit des Citratpuffers Abschwichungen der Hemmeffekte, 
welche in der GréBenordnung éiner Zehnerpotenz liegen. Die Ausnahme- 
stellung von PCMB entspricht der bekannten Spezifitat dieser Verbin- 
dung fiir die Reaktion mit SH-Gruppen. 





100 * = od 
75 N N ~ 


















































= Me J a, lo b) 
= 16 ESS Abb. 1. Hemmung des 
ae PLS Acetylierungstestes durch 
50 Schwermetalle a): mit Ci- 
% o \\L *L trat, b): ohne Citrat. Alle 
tu Metalle auBer Hg als Ace- 
= x tate, Ansitze s. o. unter 

wé 19° 19-4 10°? 10? 10" Methodik. 


m Inhibitor —— 


Durch die Eliminierung des metallbindenden Citrates aus den An- 
sitzen wird somit eine wesentliche Stérung bei der Bestimmung von 
Schwermetallhemmungen des Systems behoben. Zugleich geht aus 
Kontrollversuchen hervor, daB die Acetylierung als solche ohne Citrat 
ebensogut abliuft wie mit Citrat. In den citratfreien Ansitzen hat man 
daher fiir die Reaktion mit Schwermetallen praktisch nur noch die 
Bestandteile des eigentlichen Fermentsystems in Betracht zu ziehen. 
Davon ist einerseits schwermetallbindend das CoA auf Grund seiner 
Thiolgruppe; andererseits sind aber auch die Proteine des Leberextraktes 
befaihigt, zugegebene Schwermetalle an sich zu ziehen (s. u.). Zusammen- 
fassend geht aus Abb. 1 hervor, dais Zink etwa in gleichem MaBe wie 
Kupfer und Cadmium als starker Inhibitor der Acetylierung an- 
zusehen ist. 

EinfluB des Liganden: Durch Anwendung verschiedener wasser- 
léslicher Zink-Komplexe wurde geklirt, ob die Hemmung der Acety- 
lierung durch Zink von der Struktur der angebotenen Zinkverbindung 
abhingig ist. Dabei ergab sich, daB Zink-glycinat (1:2), Zink-cysteinat 
(1:2), Zink-triithylendiamin (1:3) und Zink-histidinat (1:2) keine signi- 
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fikanten Anderungen der Inhibitoreffekte im Vergleich zu Zinkacetat 
aufwiesen. Dagegen fand man bei Zugabe von Zink-ADTA (1:1) eine 
sehr erhebliche Abschwachung der Zinkhemmung des Systems: wihrend 
zur SOproz. Hemmung 2 x 10-5m Zinkacetat ausreicht, ist bei Anwen- 
dung von Zink-ADTA zur gleichen Hemmung eine Konzentration von 
2x 10-1 m erforderlich. Dieser Befund erklirt sich aus der speziellen 
Struktur des Zink-ADTA (1:1), worauf wir im Abschnitt II1]b naher 
eingehen. 

Hemmung der angelaufenen Acetylierung: Die Hemmung 
der Acetylierung durch Oxydations- und Alkylierungsmittel bildet sich 
bei den meisten derartigen Verbindungen nur langsam aus, da diese 
Reaktionen verschieden lange Zeit bendtigen. Die Mercaptidbildung 
dagegen erfolgt praktisch momentan, wie aus Versuchen hervorgeht, in 
denen die angelaufene Acetylierung durch Schwermetallzusatz unter- 
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Abb. 2. Hemmung der angelaufenen Ace- = ZA Zn 
tylierung durch Zn®® und Cu®. Zusatz = 50 
von Zn- und Cu-Acetat (Endkonz. 10-4m) A 
10, 15 und 20 Min. nach Beginn der Ace- ** 

tylierung (Ansatze wie in Abb. 1b, F ; i 
K = Kontrolle). 0 2. we 


brochen wurde. In Abb. 2 sind entsprechende Versuche zusammen- 
gestellt: Die nach 10, 15 und 20 Min. erfolgenden Zusiatze von 10-4m 
Zink- oder Kupferacetat fiihren sofort und in gleichem Mafe zur Hem- 
mung des Systems wie ein zu Beginn der Acetylierung erfolgter Metall- 
zusatz. Abb. 2 zeigt, daB die Metallzusitze jeweils eine etwa 50proz. 
Hemmung herbeifiihren, bezogen auf den Zeitpunkt der Zugabe. 


II. Acetylierungshemmung durch metallfreies ADTA 
und andere Liganden 

Das im vorangehenden Abschnitt beschriebene auffallende Ver- 
halten des Zink-ADTA, welches auch in hoher Konzentration die Ace- 
tylierung kaum hemmt, veranlaBte uns, ADTA selbst und die folgenden 
metallfreien Liganden im Acetylierungstest zu priifen: 8-Hydroxy- 
chinolin, o-Phenanthrolin, Ascorbinsiure, Histidyl-histidin und Glycin. 
Wahrend Glycin, Histidyl-histidin und Ascorbinsiiure in der End- 
konzentration 10-!m keinerlei Hemmwirkung aufwiesen, entfalteten 
die anderen 3 Liganden starke Inhibitoreffekte. Eine 50proz. Hemmung 
des Ansatzes erfolgt bei 8-Hydroxy-chinolin bereits durch die Konzen- 
tration 5 x 10-4m,.bei ADTA durch 2 x 10-3m, bei o-Phenanthrolin 
durch 5 x 10-8m. 

Die starken Hemmeffekte von 8-Hydroxy-chinolin und ADTA sind 
zweifellos auf die Bindung des fiir die Fermentreaktion unerlaiflichen 
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Magnesiums zuriickzufiihren. Schwieriger zu deuten sind die Hemm- 
effekte des o-Phenanthrolins, da dieses ein starker Komplexbildner fiir 
zweiwertiges Eisen und fiir eine Reihe weiterer zweiwertiger Schwer- 
metalle wie z. B. Cu, Ni, Co ist, jedoch kaum Magnesium und andere 
irdalkalien bindet. Man kénnte aus diesem Verhalten den SchluB ziehen, 
daB auBer Magnesium auch ein zweiwertiges Schwermetall, hier aus dem 
Leberextrakt stammend, fiir den Acetylierungstest notwendig sei. DaB 
es sich hierbei nicht um Zink handeln kann, geht daraus hervor, daB der 
spezifische starke Zinkbindner Histidyl-histidin den Test nicht be- 
einfluBt. 
Um einen Einblick in den Mechanismus der ADTA-Hemmung 
zu gewinnen, versuchte man, sie durch Metalle riickgangig zu machen. 
Tab. 1 gibt iiber die dabei erhaltenen Ergebnisse Auskunft: 


Tab. 1. Aufhebung der ADTA-Hemmung durch Metalle. 
- (Ansatz: CoA 2,5 x 10-5m, ADTA 5 x 10-°m, Metalle als Acetate 5 x 10-3m). 











Ansatz | y AAB acetyliert : Reaktivierung % 

ohne ADTA, 

eee 52,2 (100) 
ADTA allen. ... . 7,54 (0) 
ADTA+Zink .... 13,0 12,3 
ADTA-+ Magnesium. . 52,6 101,0 
ADTA +Caleium... 52,0 99,5 
ADTA-+ Aluminium. . 28,6 47,2 
ADTA + Kupfer 0 = 








Aus Tab. 1 geht hervor, daB von den untersuchten Metallen nur 
Magnesium.und Calcium eine 100proz. Reaktivierung herbeifiihren. Um 
zwischen diesen beiden Metallen zu differenzieren, wurde die ADTA- 
Konzentration im Ansatz auf das Doppelte erhéht: ADTA 10-2m, 
Calcium bzw. Magnesium 5 x 10-*m, CoA wie in Tab. 1. Das System 
wird dann durch Magnesium immer noch zu 100% reaktiviert, wahrend 
Calcium kaum noch wirksam ist (6,49 Reaktivierung). Die ADTA- 
Hemmung diirfte somit auf Magnesiumbindung beruhen, zumal Mg 
fiir den Acetylierungsvorgang obligatorisch ist’. 

Da in den Arbeitsvorschriften von Kaplan und Lipmann?® sowie 
Handschumacher® Magnesiumzusatz nicht erfolgt, wahrend Bren- 
ner-Holzach und Leuthardt’ Mg beifiigen, priiften wir, ob unsere 
Ansitze, ausgefiihrt nach 1. c. >*, auf Mg-Gaben ansprechen: 10-*m Mg 
fiihrte — wenn iiberhaupt — zu geringfiigiger Aktivierung (maximal 
10%). 

III. Aufhebung der Zinkhemmung durch Cystein und ADTA 
a) Cystein 

Wie oben bereits ausgefiihrt wurde, zeigt Zink-cystein (1:2) starke 
Hemmwirkung im Acetylierungstest, wobei kein Unterschied zur Hem- 
mung durch Zinkacetat oder Zinkglycinat erkennbar ist. Da freies 
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Cystein zu den wirksamsten Aktivatoren metallblockierter SH-Systeme 
gehoért, war zu erwarten, da iiberschiissiges Cystein die Zinkhemmung 
vermindert. In entsprechenden Versuchen waren jedoch erhebliche 
Cystein-Uberschiisse (z. B. Zn:Cystein=1:50) erforderlich, um die 
durch Zink gehemmte Acetylierung zu reaktivieren. 

Uber das AusmaB der Zinkhemmung bei Anwesenheit verschiedener 
Cystein-Konzentrationen gibt Abb. 3 AufschluB: Die in Abb. 3a dar- 
gestellten Versuche wurden mit konstanter Zinkkonzentration (10-4m, 
50proz. Hemmung) und variablen Cysteinkonzentrationen ausgefiihrt. 
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Abb. 3a. Zinkhemmung (10-4m) bei variierter Cysteinkonzentration. 
Abb. 3b. Zinkhemmung bei konstanter Cysteinkonzentration (2 x 10-?m). 


Dabei erstreckt sich die volle Zinkhemmung bis zu dem Molverhiltnis 
Zn:Cystein = 1:2. Mit weiter zunehmender Cysteinkonzentration geht 
die Zinkhemmung zuriick, bei dem Verhiltnis Zn:Cystein = 1:50 
ist das System vollstaindig reaktiviert. Die in Abb. 3b dargestellten 
Versuche wurden umgekehrt mit konstanter Cystein- und variabler 
Zinkkonzentration durchgefiihrt. Die gewahlte Cysteinkonzentration 
(2 x 10-2m) hebt die Zinkhemmung bei 10-3m Zn auf; zunehmende Zink- 
konzentrationen vermindern den Cysteineffekt, und wiederum bei dem 
Molekularverhiltnis Zn:Cystein = 1:2 ist die maximale Hemmwirkung 
des Zinks erreicht. : 


b) ADTA 

In gleicher Weise wie mit Cystein fiihrten wir Reaktivierungs- 
versuche mit ADTA durch. Hierbei ergab sich ein wesentlicher Unter- 
schied beziiglich der zur Reaktivierung erforderlichen Ligandkonzen- 
tration. Denn die Reaktivierung durch ADTA begann schon bei Zink- 
ADTA-Relationen, in denen Zink noch iiberschiissig war! Dieses Ergebnis 
erhielten wir einerseits in Versuchen, in denen — siehe Abb. 4 — die 
angelaufene Acetylierung des durch 10-4m Zink gehemmten Systems 
nach 15 Min. durch Zugabe von ADTA (ebenfalls 10-4m) von der Zink- 
hemmung befreit wurde. Der Reaktivierungsgrad erreichte annihernd 
100%. Andererseits zeigte die Untersuchung der Zinkhemmung bei 
konstanter Zinkkonzentration (10-4m) und variierter ADTA-Konzen- 
tration. daB ADTA schon vor Erreichen einer zum Zink aquimolaren 
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Konzentration reaktivierend wirkt und mit der Herstellung des 1:1- 
Verhiltnisses praktisch das gesamte Zink an sich zieht. Daraus folgt, 
daB die gleichfalls im Ansatz enthaltenen Magnesium-lonen die Zink- 
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bindung durch ADTA offenbar nicht 
konkurrierend stéren und da® zur 
Erzielung eines annihernd vollstin- 
digen Reaktivierungseffektes das er- 
forderliche molare Verhaltnis Zn: Li- 
gand fiir ADTA 1:1, fiir Cystein aber 
etwa 1:50 betriigt. Die Uberlegenheit 
des ADTA als reaktivierender Ligand 
stimmt somit iiberein mit der oben 
beschriebenen mangelnden Hemm- 
wirkung des Zink-ADTA im Acety- 
lierungstest. 





Abb. 4. Reaktivierung durch ADTA. 
K = Kontrolle; Zn (als Zinkacetat) und 
ADTA je 10-4m Endkonzentration im An- 

satz. 


IV. Vergleich der Hemmeffekte von Zink 
- und Persauerstoff-Verbindungen 
Da der Acetylierungstest u.a. an intakte SH-Gruppen gebunden 
ist, wird er durch oxydierende Agentien gestért. Zum Vergleich mit den 
Hemmeffekten des Zinks und anderer Schwermetalle wihlten wir die 
Gruppe der Persauerstoff-Verbindungen als Oxydationsmittel. In Abb. 5 
finden sich die Hemmungskurven verschiedener Per-Verbindungen* ; 
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Abb. 5. Hemmeffekte von Persauerstoff-Verbindungen im Acetylierungstest; 
Vergleich mit Zinkglycinat. 
1 = saures Diglutarperoxyd, 2 = Capronpersaure, 3 = Zn-Glycinat (1:2), 
4 = Kaliumperoxodisulfat, 5 = saures tert.- Butyl-succin-peroxyd, 6 = Carbamid- 
peroxohydrat, 7 = Natriumcarbonat-peroxohyarat. 
Substanzen Nr. 4, 6, 7: kaufliche Produkte, Nr. 1, 2, 5: eigene Darstellung 
(Dr. F. Schneider)*. 


* Uber Darstellung und Eigenschaften der von uns synthetisierten Peroxyde 


berichten wir.zusammenfassend in einer folgenden Mitteilung in dieser Zeitschrift. 








159) 


:1- 
lot, 
nk- 
cht 
zur 
An- 

er- 

Li- 
ber 
eit 
nd 
yen 
m- 
ty- 


st; 


ft. 





Bd. 316 (1959) Hemmeffekte von Zink im Acetylierungstest 975 


zum Vergleich ist die Kurve eines Zinkkomplexes, hier des Zinkglycinats, 
eingezeichnet. Man erkennt die stark variierenden Hemmeffekte der 
Persauerstoff-Verbindungen in Abhiangigkeit von ihrer chemischen 
Struktur. H,O, und seine Assoziate, hier Carbamid-peroxohydrat und 
Natriumcarbonat-peroxohydrat, hemmen nur sehr schwach; zur 50proz. 
Hemmung ben6tigt man eine Konzentration von etwa 5 « 10-*m. Starker 
wirkt das saure tert.-Butyl-succin-peroxyd infolge der kontinuierlichen 
Freigabe von tert.-Butyl-hydroperoxyd aus der Esterbindung. Die freien 
Persiuren (oder ihre labilen Vorstufen) wie saures Diglutarperoxyd, 
Capronpersiure und Kaliumperoxodisulfat zeigen sehr kraftige Hemm- 
wirkungen entsprechend ihrem hohen und rasch einsetzenden Oxy- 
dationsvermégen. Bemerkenswert ist die aus Abb. 5 abzulesende Lage 
der Hemmkurve des Zinkglycinats: nur die beiden organischen Persiiuren 
iibertreffen die Zinkwirkung, waihrend die anderen gepriiften Peroxo- 
Verbindungen, auch Peroxodisulfat, die Zinkhemmung nicht erreichen. 


V. Vergleich der Hemmeffekte 
von Zink, Alkylierungsmitteln und Alloxan 


Um die Zinkhemmung des acetylierenden Systems auch mit der 
Inaktivierung durch Alkylierungsmitte! vergleichen zu kénnen, setzten 
wir die folgenden alkylierenden Substanzen ein: Jodacetat, N-Athyl- 
maleinimid, Methyl-bis-[f-chlorathyl]-amin* und 2.4.6-Tris-[athylen- 
imino]-1.3.5-triazin (Triithylen-melamin). In Parallelversuchen priiften 
wir auBerdem Maleinsiureanhydrid und Alloxan. Von diesen Verbin- 
dungen zeigte Triithylen-melamin keine eindeutige Hemmung im unter- 
suchten Konzentrationsbereich (10-* bis 10-®m), die anderen hemmten 
die Acetylierung in sehr verschiedenem Ausma8. Abb. 6 gibt die erhal- 
tenen Hemmungskurven im Vergleich zur Hemmkurve des Zinkacetats 
wieder. Es ergibt sich, daB Jodacetat (6) und die Lostverbindung Methyl- 
bis-[f-chlorathyl]-amin (5) relativ schwache Inhibibitorwirkungen auf- 
weisen, denn die -zur 50proz. Hemmung des Systems erforderlichen 
molaren Konzentrationen liegen im Bereiche von 10-? bis 10-°m. Ganz 
erheblich stiirker hemmt N-Athyl-maleinimid (2), von dem eine 50proz. 
Hemmung des Systems bereits durch die molare Konzentration 5 x 10-8 
erreicht wird. Die Hemmwirkung des nichtsubstituierten Maleinsiure- 
anhydrids (7) ist demgegeniiber unbedeutend. Die auffallend hohen 
Unterschiede der Hemmeffekte der gepriiften Alkylierungsmittel 
diirften nicht nur darauf beruhen, daB sich bei Jodacetat und dem 
benutzten Lost-Priparat die Alkylierungsreaktion langsamer ent- 
wickelt als bei N-Athyl-maleinimid. Denn die angewandten Test- 
bedingungen (30 Min. bei 37°) miiBten auch fiir Jodacetat und Lost 
ausreichende Alkylierungseffekte sicherstellen. Es hat vielmehr den 
Anschein, daB die SH-Gruppen des acetylierenden Systems zur Reaktion 
mit N-Athyl-maleinimid besonders disponiert sind, so daB dieses Alky- 


* Dichloren (Ciba). 
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lierungsmittel sich hier der Spezifitit des PCMB nihert. Denn die in 
Abb. 6 ebenfalls enthaltene, im Parallelversuch ermittelte Hemmkurve 
des PCMB (1) zeigt, daB N-Athyl-maleinimid (2) die Inhibitoreffekte 
des PCMB fast erreicht. 

Alloxan wurde von Cooperstein und Lazarow‘ vor kurzem als 
starker Inhibitor der Acetylierung erkannt. Die von ihnen ebenfalls am 
in-vitro-Test mit ahnlicher Methodik ermittelten Hemmwerte fiir das 
Gesamtsystem stimmen mit den von uns gefundenen (s. Kurve 4 in 
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Abb. 6. Hemmefiekte von Alkylierungsmitteln, Zink und Quecksilber 
im Acetylierungstest. 
1 = PCMB, 2 = N-Athyl-maleinimid, 3 = Zinkacetat, 4 = Alloxan, 5 = Methy]l- 
bis-[8-chlorathyl]-amin*, 6 = Jodacetat, 7 = Maleinséureanhydrid. 


Abb. 6) iiberein. Aus den Parallelversuchen der Abb. 6 geht zugleich 
hervor, da8 .Alloxan als Acetylierungs-Inhibitor die gepriifte Lost- 
verbindung und die Jodessigsiure iibertrifft, jedoch der Hemmwirkung 
von Zinkacetat um fast eine Zehnerpotenz (z. B. bei 50proz. Hemmung) 
unterlegen ist. 


VI. Differenzierung der Hemmeffekte gegeniiber 
CoA und Apofermenten 


Die vorstehend beschriebenen Hemmversuche mit Schwermetallen, 
Oxydations- und Alkylierungsmitteln geben zunichst keinen AufschluB 
dariiber, ob die Inhibitoren am CoA oder an den Apofermenten oder an 
beiden zugleich angreifen. Da nach den Untersuchungen von Tabor? 
mindestens eines der beteiligten Apofermente, die Arylaminacetylase, 
als SH-Protein vorliegt, besteht durchaus die Méglichkeit, daB Hemm- 
effekte von SH-Reagenzien sich an den Apofermenten abspielen. Es 
kommt hinzu, daB in den Ansitzen unserer in-vitro-Versuche jeweils 
10 y CoA etwa 8 bis 9 mg Protein des Leberextraktes gegeniiberstehen. 
Auch deshalb ist damit zu rechnen, dafi hohe Anteile der zugesetzten 
Inhibitoren mit den Proteinen des Leberextraktes reagieren. 


* Dichloren (Ciba). 
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Es erwies sich daher als notwendig, die am CoA einerseits und am 
Leberextrakt andererseits ablaufenden Hemmeffekte zu differenzieren. 
In Abb. 7 sind Versuche dargestellt, in denen der durch 10-*m Zink 
oder 3 x 10-5m PCMB fast véllig gehemmten Acetylierung 15 Min. nach 
Versuchsbeginn erneut entweder CoA oder Leberextrakt zugesetzt 
wurde. Man erkennt, daB zugefiigtes CoA weder die Hemmung 
durch PCMB noch durch Zink riickgingig macht, wahrend zu- 
gesetzter Leberextrakt in beiden Fallen eine weitgehende Reaktivierung 
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Zinkacetat (-----) bzw. 3 x 10-5m PCMB-** £8 7?" 
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der Acetylierung herbeifiihrt. Dieses Ergebnis spricht sehr dafiir, dab 
die Angriffspunkte der hemmenden Schwermetalle unter den Proteinen 
des Leberextraktes zu suchen sind. 

Mit anderer Versuchsanordnung erhielten wir ein ahnliches, in 
Tab. 2 dargestelltes Ergebnis: Fiihrte man durch 2 x 10-'m Zink eine 
50proz. Hemmung der Acetylierung herbei, so erhielt man in Parallel- 
versuchen mit steigender CoA-Menge (5 bis 25 y CoA/Ansatz) einen 
langsamen Anstieg der Acetylierungsrate, die jedoch im Vergleich zu 
der etwa doppelt so rasch ansteigenden Kontrollacetylierung immer eine 
etwa 55proz. Hemmung beibehielt. Hitte der in allen Versuchen unver- 
andert gebliebene Zinkzusatz lediglich das CoA blockiert, so wire infolge 
der laufenden CoA-Vermehrung eine entsprechende Verminderung der 
50proz. Anfangshemmung zu erwarten gewesen. Da diese aber trotz 


Tab. 2. EinfluB steigender CoA-Mengen auf die Acetylierungsrate bei Zinkhemmung 
(Zinkacetat stets 2 x 10-5m, Apoferment stets als 0,25 cm* Leberextrakt). 











1 AAB acetyliert 
of on oe , % Hemmung 

Kontrolle + Zn 

5 22 10 55 

10 . 36 17 53 

15 45 18 60 

20 51 21 59 

25 54 24 56 
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CoA-Steigerung konstant blieb, ist anzunehmen, da’ ausschlaggebend 
fiir das AusmaB der Hemmung nicht eine Zink-CoA-Verbindung, sondern 
die Reaktion des Zinks mit den Apofermenten ist. 

Im Vergleich zur Differenzierung der Zinkhemmung ergab die 
Differenzierung der Inhibitoreffekte von Persauerstoff und Alky- 
lierungsmitteln ein etwas anderes Bild: Wurde analog der Abb. 7 
das mit N-Athyl-maleinimid fast total gehemmte System 15 Min. nach 
dem Start erneut entweder mit Leberextrakt oder mit CoA versetzt, so 
fiihrte die Zugabe des Leberextraktes zur Wiederherstellung von etwa 
30% der Ausgangsaktivitit. Dagegen riefen CoA-Zusiitze keine signifi- 
kanten Reaktivierungen hervor. Es ist demnach anzunehmen, dai 
N-Athyl-maleinimid bevorzugt den Leberextrakt alkyliert. Wir konnten 
jedoch zeigen, daB N-Athyl-maleinimid auch Coenzym A angreift, aller- 
dings wird dieser Effekt nur in Abwesenheit von Leberextrakt nach- 
weisbar. Unterwirft man das System, bevor ihm der Leberextrakt zu- 
gésetzt wird, einer Vorinkubation (15 Min. bei 37°) mit N-Athyl-malein- 
imid, so sinkt die Acetylierungsleistung auf 20%, des Kontrollwertes. 
Daraus ist zu schlieBen, daB die im Ansatz enthaltenen 10 y CoA wihrend 
der 15 Min. dauernden Einwirkung des Inhibitors weitgehend zerstért 
worden sind. Bei gleichzeitigem Angebot von Leberextrakt und CoA 
scheint somit ganz iiberwiegend der Leberextrakt mit N-Athyl-malein- 
imid zu reagieren und dadurch CoA vor der Alkylierung zu schiitzen. 

Als hoch’ wirksame Persauerstoffverbindung priiften wir 
Capronpersiure in aihnlichen Differenzierungsversuchen. Dabei fanden 
wir eine etwa gleich hohe Reaktionsbereitschaft von CoA und Leber- 
extrakt gegeniiber der Persiure. Gab man analog der Abb. 7 dem vom 
Start an durch Capronpersiure zu etwa 90° gehemmten System nach 
15 Min. erneut entweder Leberextrakt oder weiteres CoA zu, so erfolgte 
in beiden Fallen eine Reaktivierung, die ungefihr 30% der Aktivitat der 
nicht gehemmten Kontrolle erreichte. Danach scheinen peroxydische 
Verbindungen die oxydablen Gruppen von CoA und Leberextrakt mit 
etwa gleicher Geschwindigkeit anzugreifen. 


Diskussion der Ergebnisse 
Acetylierungshemmung durch Zink 


Unsere in-vitro-Versuche lassen die hohe Empfindlichkeit der enzy- 
matischen Acetylierung gegeniiber Zink erkennen, welche zusammen mit 
Kupfer und Cadmium eine Gruppe stark hemmender Schwermetallionen 
bildet, deren Inhibitorwirkung nur durch PCMB iibertroffen wird. Der 
EinfluB des Zinks auf die Acetylierung ist in erster Linie der Reaktion 
mit SH-Gruppen zuzuschreiben, da unter den hier in Frage kommenden 
Liganden, soweit bisher bekannt, Zinkkomplexe mit ZnS-Bindung am 
stabilsten sind. Unsere Ergebnisse sprechen dafiir, daB die Inhibitor- 
effekte der beobachteten Zinkhemmungen weniger durch die Reaktion 
des Zinks mit der SH-Gruppe des CoA, sondern vielmehr durch eine 
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Zinkblockierung der Proteine des Leberextraktes zustandekommen. Das 
acetylierende Enzymsystem des von uns benutzten Taubenleberextraktes 
enthilt mindestens zwei Apofermente: Das eine katalysiert die Bildung 
von Acetyl-CoA aus CoA, Acetat und ATP, das andere iibertraigt den 
Acetatrest vom Acetyl-CoA auf das p-Amino-azobenzol. Da nach den 
bisherigen Kenntnissen die proteinogenen Thiolgruppen die héchste 
Zinkaffinitét aller zinkbindenden Gruppen des EiweiBes besitzen, ist 
anzunehmen, da8 Mercaptidbildung erfolgt und damit die Funktion der 
Apofermente des Leberextraktes unterbunden wird. Da® in der Tat die 
Apofermente als SH-Verbindungen vorliegen, geht aus Untersuchungen 
amerikanischer Autoren** hervor. 

Gegen die Annahme einer bevorzugten Lokalisierung der Hemm- 
effekte an den Apofermenten des Leberextraktes kénnte man einwenden, 
daB dessen Proteine den gréBten Teil der zugesetzten Schwermetalle 
zunichst abfangen und ein Metalldepot bilden, aus dem das urspriinglich 
im Ansatz enthaltene CoA sowie spiiter gegebenenfalls hinzugefiigte 
CoA-Mengen jeweils mit Metall besetzt werden. Infolge des fiir CoA 
ungiinstigen Mengenverhiltnisses im Ansatz (CoA:Protein = ~ 1:1000) 
wire die Annahme eines derartigen Metallreservoirs nicht abwegig, vor 
allem wenn man Schwermetalle wie Zink, Kupfer und Cadmium in 
Betracht zieht. Denn diese werden nicht nur von proteinogenen SH- 
Gruppen, sondern auch z. B. von Histidylresten gebunden. Hiergegen 
sprechen jedoch unsere Befunde mit PCMB, welches infolge seiner SH- 
Spezifitit praktisch nur von den Thiolgruppen der Proteine und des 
CoA gebunden wird. Unser oben mitgeteilter Befund, wonach eine Ver- 
doppelung der CoA-Menge im Ansatz nichts an der PCMB-Hemmung 
iindert, spricht daher durchaus fiir Thiolgruppen der Apofermente als 
entscheidende Punkte der Hemmung. Dies stimmt iiberein mit den 
Befunden Tabors?, der durch Einsatz von Acetyl-CoA die Anwesenheit 
freier SH-Gruppen des CoA umging und mit der gleichen PCMB-Konzen- 
tration, wie sie auch in unseren Versuchen erforderlich war, die Ace- 
tylierung blockierte. 

Unsere Acetylierungsansiitze enthalten eine etwa Iproz. Protein- 
lésung und beim Vorliegen einer 50proz. Acetylierungshemmung etwa 
10-5m Zn. Die im lebenden Gewebe auftretenden Zinkkonzentrationen 
erreichen fast 10-*m und liegen somit wesentlich héher als die zur Acety- 
lierungshemmung bendétigte Zinkkonzentration, Setzt man rechnerisch 
eine 10proz. Protein-Lésung ein, so wire die 50proz. Zinkhemmung im 
Acetylierungstest bei 10-4m zu suchen. Derartige Abschitzungen fiihren 
zu dem Ergebnis, daB die im lebenden Gewebe vorhandene Zink- 
konzentration die Acetylierung in mehr oder weniger grofem Mabe 
beeintraichtigen miiBte. Es ergeben sich daraus zwei Fragen: 

1. Wie schiitzt die lebende Zelle ihre zur enzymatischen Funktion 
erforderlichen freien Thiolgruppen vor Zinkionen und 

2. ist etwa ein Teil des vorhandenen SH-abhingigen Ferment- 
bestandes normalerweise durch Zink blockiert ? 











980 G. Weitzel, H. Konig, G. Benwitzu. P. Wahl, Bd. 316 (1959) 


Beide Fragen sind auf Grund der vorhandenen Kenntnisse iiber 
biogene Zinkbindner heute noch nicht zu beantworten. Sie weisen jedoch 
auf eine mégliche rezulierende Rolle des Zinks im Zellstoffwechsel hin. 
Denn Steuerungsmechanismen (z. B. Hormone) kénnten in fermentative 
Umsetzungen so eingreifen, da8 durch Wegnahme von Zinkionen Fer- 
mentreserven aktiviert oder durch Zufuhr von Zinkionen Fermente 
reversibel inaktiviert werden*. Es kommt hinzu, da8 zinkempfindliche 
Fermentsysteme keine Seltenheit sind. In der vorangehenden Arbeit® 
z. B. konnten wir fiir Glykolyseenzyme wie Aldolase und Triosephosphat- 
Dehydrogenase ahnlich starke Inhibitoreffekte des Zinks nachweisen 
wie in der vorliegenden Arbeit fiir die Acetylierung. 


Hemmung durch Oxydations- und Alkylierungsmittel 


Wahrend somit die Inhibitoreffekte der Schwermetalle zu dem 
SchluB fiihren, da8 die Blockierung von Apofermenten das Ausma8 der 
Hemmung bestimmt, konnten wir in entsprechenden Versuchen mit 
Capronpersiure keine Bevorzugung der Hemmung in der einen oder 
anderen Richtung feststellen. Vielmehr ergab sich, daB dieses Oxyda- 
tionsmittel etwa gleichmaBig Leberextrakt und CoA angreift. Im Hin- 
blick auf die Labilitit der freien Percarboxylgruppe ist dieser Befund 
nicht verwunderlich, da in diesem Falle damit zu rechnen ist, daB die 
SH-Gruppe des Cysteaminanteils im CoA ebenso leicht oxydierbar ist 
wie die SH-Gruppen von Proteinen. Fiir N-Athyl-maleinimid ergibt sich 
dagegen, ahnlich dem Verhalten der Schwermetallinhibitoren, daB die 
Proteine des Leberextraktes bevorzugt alkyliert werden. Es muB dahin- 
gestellt bleiben, ob dies grundsitzlich fiir alle Alkylierungsmittel gilt 
oder ob das*besonders aggressive N-Athyl-maleinimid hier eine Aus- 
nahmestellung einnimmt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. Herrn Dr. Friedhelm Schneider (Physiolog.-Chem. Institut Tiibingen) 
danken wir fiir Uberlassung der organischen Peroxyde. 


Zusammenfassung 


Im Acetylierungstest wirkt Zink als starker Inhibitor. Bei Aus- 
schaltung konkurrierender Liganden (Citrat, Cystein) nebmen die Hemm- 
effekte von Schwermetallen in folgender Reihe ab: p-Chlormercuri- 
benzoat > Zn?® > Cd2° > Cu?® > Pb?® > Co?°. Auch die bereits in 
Gang befindliche Acetylierung wird durch Zinkzusatz sofort blockiert. 

Die Zinkhemmung der Acetylierung liBt sich durch Cystein in 
hohem UberschuB, durch Athylendiamin-tetraacetat (ADTA) bereits in 
iiquimolarer Konzentration aufheben. Uberschiissiges ADTA hemmt die 
Acetylierung durch Magnesiumbindung. 


* Uber entsprechende Versuche berichten wir in Kiirze. 
® G. Weitzel u. W. Schaeg, diese Z. 316, 250 [1959], vorstehend. 
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Im Vergleich zu Zink sind organische Persiiuren stiirkere, Persiure- 
ester und H,O,-Assoziate schwichere Inhibitoren der Acetylierung. 

N-Athyl-maleinimid hemmt fast ebenso stark wie p-Chlormercuri- 
benzoat und stirker als Zink, wihrend Alloxan, Lostderivate und Jod- 
acetat die Inhibitoreffekte von Zink nicht erreichen. 

Die Hemmeffekte von Zink und N-Athyl-maleinimid beruhen auf 
der Inaktivierung des Enzymsystems des Taubenleberextraktes, wihrend 
Percarbonsiuren etwa gleichmaBig Leberextrakt und CoA angreifen. 

Zink-Konzentrationen, wie sie im lebenden Gewebe auftreten, lésen 
im Acetylierungstest in vitro erhebliche Teilhemmungen aus. 


Summary 


Zine is a strong inhibitor in the acetylation test. If compet- 
ing ligands (citrate, cysteine) are excluded the inhibitor effect of 
heavy metals decreases in the sequence p-chloromercuri-benzoate 
> Zn?° > Cd?° > Cu?2® > Pb?° > Co*®. The acetylation, when already 
in progress, is blocked immediately by the addition of zinc. 

The inhibition of the acetylation by zinc can be abolished by 
cysteine in large excess, and by ethylene-diamino-tetraacetate (EDTA) 
in equimolar concentrations. Excess EDTA inhibits the acetylation by 
complexing with magnesium. 

Compared with zinc, organic peracids are stronger inhibitors of 
acetylation, and peracid esters and H,O,-associates are weaker. N-ethyl- 
maleinimide inhibits almost to the same extent as p-chloromercuri- 
benzoate and more strongly than zinc, whereas alloxan, iodo-acetate 
and derivatives of lost do not attain the inhibitor effect of zinc. 

The inhibitor effects of zinc and N-ethylmaleinimide are due to the 
inactivation of the enzyme system of pigeon liver extract, whereas 
percarbonic acids act on liver extract and on CoA to about the same 
extent. 

Zine concentrations, as they occur in living tissue, inhibit in the 
acetylation test in vitro to an appreciable extent. 


Prof. Dr. Dr.G. Weitzel, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Tiibingen, Gmelinstr. 8. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 316 19 
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Uber die Herkunft des Magenkathepsins 
Von 
8. Buchs 


Aus der Universitatskinderklinik Basel 
Vorst. Prof. Dr. A. Hottinger 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1959) 
Herrn Prof. Dr. Erwin Berger zum 60. Geburtstag zugeeignet 


Als Willstatter und Bamann! im Jahre 1929 zeigen konnten, daB Magen- 
schleimhautextrakte neben Pepsin auch Kathepsin enthalten, sprachen sie die Ver- 
mutung aus, daB das Kathepsin von den weifen Blutkérperchen produziert werde. 
Sie stiitzten sich dabei auf die Ansicht von Hedin und Rowland?, die schon vor 
ihnen angenommen hatten, daB das Kathepsin der Milz deren Leuko-, Lympho- 
oder Monocyten entstamme. Diese Hypothese ist spiter auch auf das von uns 
beschriebene Kathepsin des Magensaftes® iibertragen worden‘; wie wir glauben 
aber zu unrecht: Vergleicht man namlich die GréBenordnung des Kathepsins aus 
Magensaft oder Magenschleimhaut einerseits mit derjenigen eines Milzextraktes 
andererseits, so erkennt man, daB die Umsitze aus dem Magen diejenigen der Milz 
um ein Vielfaches iibertreffen. Aus diesem Experiment sowie aus der Tatsache, daB 
ein Magensaft fast keine, daB eine Magenschleimhaut nur sehr wenige und daB ein 
Milzextrakt ungeheure Mengen Leuko- und Monocyten enthalten, geht klar hervor, 
daB8 Kathepsin- und Leukocytengehalt sich nicht auf parallelen Bahnen bewegen 
konnen. Es fallt demnach schwer, die Bildung des Kathepsins ausschlieBlich in die 
weiBen Blutkérperchen zu verlegen. Theoretisch wire es zwar denkbar, da ein 
Milzextrakt im Gegensatz zum Magen auchKathepsininhibitoren enthalt, doch sind 
solche unseres. Wissens bisher noch nie nachgewiesen worden. Die iibersichtlichsten 
Versuchsbedingungen gewinnt man beim Arbeiten mit reinen weiBen Blutkérperchen. 
Wir haben dazu separate Aufschwemmungen von frischen zentrifugierten Leuko- 
und Monocyten mit sicher zellfreiem Magensaft verglichen und haben dabei unsere 
Ansicht bestatigt gefunden: 

Leuko- bzw. lympho- und monocytenhaltige Gehirnfliissigkeiten (Liquor 
cerebrospinalis) von Kindern, die an bakteriell-eitriger bzw. echovirusbedingter 
seréser Meningitis erkrankt waren, wurden drei- bis viermal mit physiolog. Koch- 
salzlésung gewaschen und zentrifugiert, bis die iiberstehende Fliissigkeit keine 
Triibung mehr mit Sulfosalicylsiure gab. Die Zellzihlung zu Beginn dieser Be- 
handlung hatte 23000/3 neutrophile segmentkernige Granulocyten bzw. 344/3 
Lympho- und Monocyten/mm® ergeben (normal: 3/3 Zellen). Der zum Vergleich 
herangezogene Magensaft enthielt nur 1/3 Zelle/mm*. 0,2 cm? Magensaft und eine 
Aufschwemmung der triiben Liquorsedimente in 0,2 cm* physiolog. Kochsalz- 
lésung wurden zum Versuch benutzt. Nach einer Bebriitung von 60 Min. zeigte sich, 
daB die Aufschwemmung der Granulocyten und der mononuclearen Zellen eine 
5proz. Lésung von Edestin in HCI-Glykokoll-Puffer weder bei py 1,8 noch bei 
Pu 3,3 angegriffen hatten, wahrend der praktisch zellfreie Magensaft das gleiche 


1 R. Willstatter u. E. Bamann, diese Z. 180, 127 [1929]. 

2 §. G. Hedin u. G. Rowland, diese Z. 32, 341, 531 [1901]. 

3 §. Buchs, Die Biologie des Magenkathepsins, Verlag S. Karger, Basel und 
New York 1947. 
4 L. W. Masch u. J. Huchting, diese Z. 301, 49 [1955]. 
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Substrat in 9 Min. vollstandig verdauen konnte®. Der Kiirze halber werden aus 
mehreren iibereinstimmenden Versuchen mit verschiedenen Liquores nur die Er- 
gebnisse der beiden obigen Beispiele angefiihrt. Mit ihnen glauben wir den Beweis 
erbracht zu haben, daB die katheptische Magenprotease weder von den granu- 
lierten Leukocyten noch von den Lympho- oder Monocyten sezerniert werden 
kann. 


Zusammenfassung 


Edestin wird von zellfreiem Magensaft im Kathepsinbereich ausgezeichnet 
verdaut, von einer reinen Aufschwemmung von neutrophilen Granulocyten und 
von monontclearen Zellen aus Liquor cerebrospinalis in der gleichen Zeitspanne 
hingegen iiberhaupt nicht. Es wird daraus gefolgert, da8 die katheptische Protease 
des Magens nicht den erwahnten weiSen Blutkérperchen entstammen kann. 


Summary 


Edestin is digested very efficiently in the cathepsin range by cell free gastric 
juice and not at all by neutrophilic granulocytes and mononucleate ceils from the 
cerebrospinal fluid during the same time period. It is concluded, therefore, that the 
catheptic protease from gastric juice cannot be derived from these white blood cells. 





5 Methodik s. S. Buchs, Enzymologia [Den Haag] 16, 193 [1953]. 


Dr. S. Buchs .Basler Kinderspital, Basel, Rimergasse 8, Schweiz. 
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Modellversuche zur Hemmung der Dehydrogenasen 
durch Pflanzeninhaltsstoffe 
Von 
Hermann Boser 


Aus der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Institut fiir Kiochemie, Hann.-Miinden 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1959) 


Die a Bestimmung der Codehydrogenasen in Pflanzenextrakten 
wird, wie Euler! bereits 1928 erkannte, durch thermostabile Inhaltsstoffe 
gehemmt (Ubersicht s. 1. c.2). Andererseits kann auch der Test der Dehydrogenasen 
in pflanzlichen Homogenaten gestért sein. Obwohl diese Faktoren biochemische 
Untersuchungen an Pflanzen immer wieder erschweren, ist iiber die chemische 
Natur dieser Hemmstoffe bisher wenig bekannt?. 

Da sich die Oxydation von DPNH zu DPN® auf Filterpapier im UV-Licht 
(366 my) sehr empfindlich nachweisen 1aBt*, ist es leicht méglich, die Hemmstoffe 
auf Papierchromatogrammen zu lokalisieren. Kochsaft (z. B. von Tabakblatt- 
oder Kartoffelhomogenat) wurde auf Papier chromatographiert, das getrocknete 
Chromatogramm mit DPNH bespriiht und noch feucht unter der UV-Lampe mit 
einer gepufferten Lésung von Malico-Dehydrogenase und Oxalessigsiure (Re- 
aktion 1) behandelt. Die grellweiBe Fluoreszenz des DPNH bleibt nur in den Hemm- 
stoffzonen bestehen, und diese lieBen sich (an Hand von Vergleichs-Chromatogram- 
men) phenolischen Pflanzeninhaltsstoffen zuordnen. 

Nach diesem direkten Beweis haben wir in Modellversuchen im optischen 
Test die drei Systeme 

1. DPNH + Oxalacetat + He — M*UeePenvdrogenase | Malat + DPN® 
2, DPN® + C,H,OH Alkohol-Dehydrogenase__ —" + DPNH 


= __G-6-P-Dehydrogenase | §- Phospho-gluconsaure 
3. TPN® + G-6-P + TPNH + H® 


in der durch den Pfeil markierten Reaktionsrichtung auf ihre Empfindlichkeit 
gegen die in der Tabelle angegebenen Stoffe (analysenreine Handelspraparate) 
gepriift. Eingesetzt wurden fiir 3 ml Endvolumen 0,67 «Mol Codehydrogenase und 
soviel kristallisiertes Enzym*, da bei Substratsittigung 423,, = 0,25/Min./em 
Schichtdicke erreicht wurde. Sonstige Testbedingungen nach l. c.‘. 

Die Tabelle zeigt den EinfluB einiger Pflanzeninhaltsstoffe (bzw. ihrer 
Grundkorper) auf Dehydrogenasen- Aktivititen. Eine Uberschlagsrechnung er- 
gibt, daB — in summa — mit den angegebenen Hemmstoff-Konzentrationen in 
Pflanzenextrakten durchaus zu rechnen ist. Bisher (die Tabelle erhebt keinen 


1H. v. Euler u. 8. Steffenburg, diese Z. 175, 38 [1928]. 

2 K. Hasse in K. Paech u. M. V. Tracey, Moderne Methoden der Pflanzen- 
analyse, Bd. IV, S. 320, Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 

3 Th. Wieland u. G. Pfleiderer, Biochem. Z. 829, 112 [1957]. 

4 §. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymology, Bd. I, S. 735, 
500, 323, Academic Press, New York 1955. 
* Handelsprodukte der Firma C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim. 
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Hemmung von Dehydrogenasen durch phenolische Pflanzeninhaltsstoffe 























% Restaktivitit * 
e 104c y 

epriifte Substanz DPNH DPN TPN 

BeP (Mol/l) | (Malico- |(Alkohol- | (G-6-P- 

DH) DH) DH) 
Phenol. ..... 3 100 92 102 
Monopheuste Salicylsiure. ... 3 100 94 97 
Brenzcatechin . . 3 100 129 100 
Unc i ne 3 107 106 67 
WIOPA 2 6 5 es 3 100 75 99 
Diphenole oo d 3 0 0 3 
Kaffeesiure . . . 3 18 31 85 
Chlorogensaure 1 5 35 — 
Ferulasiure... . 3 100 82 100 
: Pyrogallol : 3 5 75 106 

Triphenole | Gallussdure (Tannin) 3 16 (0)| 120 (16) | 98 (0) 
Camiarmm .... . 3 100 88 117 
Cumarine 4-Hydroxy-cumarin 3 100 81 100 

Aesculetin (Aesculin) 3 12(5) 0 (0) — (7) 

7 Quercetin (Rutin) 3 8(0)| 19 (61) 1 (12) 

Flavone ore 3 35 11 
. Solanin. ..... 1 25 69 107 
Alkaloide Berberin ..... 3 2 28 5 

















* Ansatz ohne Inhibitor = 100%. 


Anspruch auf Vollstandigkeit) zeichnen sich folgende RegelmaBigkeiten ab: 1. Die 
untersuchten Di- und Polyphenole sind als Inhibitoren der drei untersuchten 
Dehydrogenasen-Systeme quantitativ vergleichbar, nur Gallussiure und Pyro- 
gallol sind weitgehend DPNH-spezifisch. 2. Zur Inhibitorwirksamkeit sind min- 
destens zwei phenolische Hydroxyl-Gruppen am Ringsystem des Benzols, Cumarins, 
Flavons (und wahrscheinlich weiterer Stoffklassen) notwendig. Dihydroxy-Benzole 
bediirfen eines weiteren Substituenten geeigneter Art. 3. Veratherung von Phenol- 
gruppen bedingt Aktivitétsverlust. 4. Aglykone und Glykoside sind von ahnlicher 
Aktivitat. 5. Die untersuchten Substanzen sind — mit Ausnahme von Tannin — 
keine Gerbstoffe. 6. Eine Inhibierung durch Metallkomplex-Bildung ist aus- 
zuschlieBen, da metallunabhangige Enzymsysteme gewahlt wurden. 7. Alkaloide 
sind ebenfalls als Hemmstoffe zu beriicksichtigen. Weitere Untersuchungen sind 
in Vorbereitung. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der Landwirtschaft- 
lichen Versuchsanstalt der Thomasphosphatfabriken GmbH, Essen- 
Bredeney, danken wir fiir Unterstiitzung der Arbeit. 


Zusammenfassung 


Die Hemmung der enzymatischen Bestimmung von Codehydrogenasen konnte 
in Modellversuchen auf den Einflu8 phenolischer Pflanzeninhaltsstoffe und von 
Alkaloiden zuriickgefiihrt werden. 

Die fiir eine starke Inhibierung aktuelle Hemmstoff-Endkonzentration 
(1 bis 3 x 10-4m) wird in den iiblichen Versuchsansitzen zur enzymatischen Be- 
stimmung von Codehydrogenasen und von Dehydrogenasen-Substraten in Pflanzen- 
extrakten durchaus erreicht und kann auch bei der Testung von Dehydrogenasen- 
Aktivitaten in Pflanzenhomogenaten kritisch sein. 








Modellversuche zur Hemmung der Dehydrogenasen Bd. 316 (1959) 


Summary 


The inhibition of the enzymatic determination of codehydrogenases has been 
shown, by model experiments, to be caused by phenolic plant compounds and 
alkaloids. 

The end concentration of inhibitor necessary for a strong inhibition (1 to 
3 x 10-4 M) is obtained throughout in the usual procedure for the enzymatic 
determination of codehydrogenases and of dehydrogenase-substrates in plant 
extracts and may be critical in the estimation of dehydrogenase activities in plant 
homogenates. 


Dr. Hermann Boser, Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirt- 
schaft, Institut fiir Biochemie, Hann.-Miinden, Gottinger Str. 4. 








959) 


been 
and 


1 to 
atic 
lant 
lant 


virt- 





Bd. 316 (1959) 287 


Zur Spezifitat der Kollagenase 
Kurze Mitteilung 
Von 
Wolfgang Gra8mann, Helmut Hérmann, Arnold Nordwig und Erich Wiinsch 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. August 1959) 


Die Spezifitat des Fermentes Kollagenase aus Kulturfiltraten von Clostridium 
histolyticum ist so stark ausgepragt, da8 auBer Kollagen und Gelatine keine anderen 
natiirlichen Proteine angegriffen werden!. Von der Kenntnis der Spaltungsweise darf 
man sich daher einen Einblick in die Struktur des Kollagens erhoffen. 

Nagai und Noda? beschrieben kiirzlich die Spaltung von synthetischem 
Gly-pro-leu-gly-pro-NH, durch Reinkollagenase in die Spaltstiicke Gly-pro-leu und 
Gly-pro-NH,. Sie folgerten aus ihren Untersuchungen, daB die Spezifitat des En- 
zyms durch die Aminosdéuresequenz Pro-R-R’-pro im Substrat gegeben ist. Kurz 
darauf berichteten He ynsund Legler®, daB Koliagenase Cho-pro-ala-gly-pro-NH,* 
verdaute, also ein Peptid, das diesen Anforderungen entspricht. AuBerdem wird 
iiber eine Spaltung von Cbo-ala-gly-pro-NH, berichtet, was mit den von den Ja- 
panern vorgeschlagenen Spezifitatsregeln allerdings nicht iibereinstimmt. 


Unsere Befunde erginzen die Ergebnisse dieser Arbeiten. Die naheliegende 
Vermutung, daB in der angegebenen Sequenz Prolin durch Hydroxyprolin ersetzt 
sein kann (s. z. B. 1. ¢.3), lieS sich durch einen Spaltungsversuch an Cho-hypro-gly- 
gly-pro-OCH, bestatigen. Ein mg des in Wasser schwer léslichen Carbobenzoxy- 
tetrapeptidesters wurde mit 0,05 mg Kollagenase in 1 cm* 0,05m Ammoniumacetat- 
puffer, px 7,5, 23 Stdn. bei 37° inkubiert. Dabei léste sich das Peptid zwar nicht 
ganz, doch konnten in der Lésung nach dem Abzentrifugieren und Gefriertrocknen 
papierchromatographisch Spaltstiicke nachgewiesen werden. Im Lésungsmittel 
Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1:5 wanderte ein Bruchstiick mit dem gleichen Ry-Wert 
(0,16) wie Cbo-hypro-gly (Anfarbung nach Reindl und Hoppe‘). Das andere 
Spaltstiick wanderte mit Ry 0,50. Da der Fleck jedoch mit Ninhydrin keine Farbung 
ergab, sondern nur nach I. c.4 sichtbar gemacht werden konnte, nehmen wir an, 
daB sich der erwartete Dipeptidester Gly-pro-OCH, unter den Versuchsbedingungen 
zu seinem Anhydrid cyclisiert hatte. Tatsaichlich wan“erte in einem getrennten 
Versuch Glycyl-prolyl-anhydrid (2.5-Dioxo-1.6-trimethylen-piperazin) im selben 
Loésungsmittel mit Ry 0,55. Nach kiirzerer Inkubation (6 Stdn.) konnten wir neben 
diesem Fleck noch einen zweiten mit Ry 0,42 feststellen, den wir dem freien 
Dipeptidester zuordnen. 


* Verwendete Abkiirzungen: Cho = Carbobenzoxy; Bz = Benzyl; im = Sub- 
stitution am Imidazol-N des Histidins. 

1 K. Bidwell u. W.E.van Heyningen, Biochem. J. 42, 140 [1948]; 
R. de Bellis, I. Mandl, J.D. MacLennan u. E. L. Howes, Nature [London] 
174, 1191 [1954]. 

2 Y. Nagai u. H. Noda, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 34, 298 
[1959]. 

%’ K. Heyns u. G. Legler, diese Z. 315, 288 [1959]. 

4 F. Reindl u. W. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1103 [1954]. 
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Das freie Tetrapeptid Hypro-gly-gly-pro wird von Kollagenase nicht gespalten. 
Dasselbe gilt fiir die Tetrapeptide Pro-gly-gly-pro und Cho-pro-gly-gly-pro. Wir 
schlieBen aus diesen Ergebnissen zusammen mit denen der oben genannten Autoren, 
daB Peptide dieser Sequenz nur angegriffen werden, wenn ihre Endgruppen sub- 
stituiert sind. Dabei muB nicht nur, wie schon die japanischen Autoren vermuteten?, 
die N-terminale Iminogruppe, sondern auch die C-endstandige Carboxylgruppe 
blockiert sein. Der den Spezifitatsanspriichen der Kollagenase geniigende Aufbau 
eines synthetischen Substrates mu8 also X-P-R-Gly-P-Y lauten. X und Y kénnen 
dabei Aminosauren, aber auch Schutzgruppen sein, X z. B. der Carbobenzoxyrest 
und Y eine Amidgruppe oder Estergruppe. P bedeutet Prolin oder Hydroxyprolin, 
R eine Aminosiure. Diese kann gleichfalls Glycin sein, wie aus unseren Versuchen 
hervorgeht. 

Wir kénnen auBerdem die Versuchsergebnisse anderer Arbeitskreise bestatigen, 
die bei synthetischen Peptiden geringerer Kettenlinge oder langeren Peptiden 
anderer Konstitution mit Kollagenase keine Spaltung erzielen konnten®. Es ist uns 
gleichfalls nicht gelungen, an den nachfolgend aufgefiihrten Substraten, auch nicht 
bei verschiedenartiger Abainderung der Inkubationsbedingungen, eine Spaltung 
nachzuweisen. Diese Befunde erharten ebenfalls die inzwischen gewonnenen Er- 
kenntnisse iiber die Kollagenasespezifitat. 


Untersuchte Peptide, die durch Reinkollagenase nicht gespalten werden: 


Freie Dipeptide Val-gly Gly-pro 

Freie Tripeptide Gly-phe-glu Val-gly-lys 
Gly-phe-ser Gly-gly-pro 
Pro-gly-phe Gly-gly-hypro 
Leu-gly-pro 

Freie Tetrapeptide Hypro-gly-gly-pro Gly-pro-hypro-gly 
Pro-gly-gly-pro Gly-pro-pro-gly 
Pro-hypro-gly-gly 

Substituierte Dipeptide Cbo-hypro-gly Cbo-pro-phe-NH, 
Cbo-pro-gly Cbo-gly-pro-OCH, 
Cbo-pro-hypro 

Substituierte Fripeptide Gly-gly-pro-OCH, 


Cbho-gly-gly-hypro 
Cbho-gly-gly-pro-OCH, 
Cbo-pro-gly-phe-OCH, 
Cbo-gly-gly-hypro-OCH, 
N*.N:-Bis-Cbo-lys-pro-gly-O- Bz 

Substituierte Tetrapeptide Cbo-pro-hypro-gly-gly 
Cho-pro-gly-gly-pro 
Cbo-gly-pro-pro-gly 
Cho-leu-gly-gly-glv 

Substituiertes Pentapeptid N°-Cbo-(im-Bz-his)-pro-phe-(im-Bz-his)-leu- 
OCH, 


Die fiir die Spaltungsversuche verwendete hochgereinigte Kollagenase war uns 
von Prof. Dr. P. M. Gallop, Yeshiva University, New York, liebenswiirdigerweise 
zur Verfiigung gestellt worden, wofiir wir ihm herzlich danken. Herrn Dip!.-Chem. 
E. Hacker haben wir fiir die Herstellung eines Teiles der untersuchten Prolin- und 
Hydroxyprolinpeptide®, Fraulein J. Endhardt fiir ihre fleiBige technische Hilfe 
zu danken. 


5 TI. Mandl, H. Zipper u. L. T. Ferguson, Arch. Biochim. Biophysics 74, 
465 [1958];S. Seifter, P. M. Gallop, L. Kleinu. E. Meilman, J. biol. Chemistry 
234, 285 [1959]. 
6 Dissertat. E. Hacker, Universitat Miinchen 1959. 
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Zusammenfassung 


Ein Angriff von Kollagenase auf den Carbobenzoxytetrapeptidester, Cbo- 
hypro-gly-gly-pro-OCH, wurde nachgewiesen. Gegeniiber einer groBen Anzahl 
anderer synthetischer Peptide war Kollagenase wirkungslos. Die Befunde erginzen 
die von anderen Autoren geforderte Spezifitatsregel fiir Kollagenase. 


Summary 


The synthetic, hydroxyproline-containing carbobenzoxytetrapeptide ester, 
Cbo-hypro-gly-gly-pro-OCH;, has been shown to be attacked by collagenase. No 
digesting effect on a great number of other synthetic peptides could be found. 
These results are supplementary to the specifity rule for collagenase claimed by 
other authors. 


Prof. Dr. W.GraBmann, Mazx-Planck-Institut fiir EiweiB- und Leder- 
forschung, Miinchen 15, Schillerstrape 46. 
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